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Capítulo 1 


Introdução ao mundo dos 
micróbios 


Alane Beatriz Vermelho, Rosalie Reed Rodrigues Coelho & Thais Souto-Padrón 


PARTE I - TEORIA 


INTRODUCAO 


Os microrganismos sáo definidos, em princípio, como seres microscópicos, 
individualmente invisíveis a olho nu. Apesar de ser uma visão bastante simpli- 
ficada, pode-se dizer que, de maneira geral, esta é uma definição correta. 
São os seres vivos dotados de maior diversidade biológica conhecida, tanto 
morfológica como fisiológica e ecológica. Podem apresentar formas celulares 
as mais variadas, sáo metabolicamente capazes de realizar todos os tipos de 
reações bioquímicas conhecidas e podem ser encontrados em praticamente 
todos os ambientes, dos mais simples aos mais extremos. Quanto á obtencáo 
de energia, esta pode se dar por processos tanto quimiotróficos como foto- 
tróficos, e tanto organotróficos como litotróficos. 


CÉLULAS PROCARIÓTICA E EUCARIÓTICA 


Os microrganismos sáo estruturas bastante organizadas, capazes de crescer 
e se reproduzir e possuem O DNA (ácido desoxirribonucléico), que é a molé- 
cula responsável pela hereditariedade. Os principais grupos microbianos 
conhecidos são: os vírus, as bactérias, as arqueas, as algas, os protozoários e os 
fungos. De acordo com sua organizacáo celular e estrutural, podem ser classi- 
ficados em procariotos (células sem núcleo com membrana) e em eucariotos 
(células com núcleo com membrana), como mostrado no Quadro 1.1. 

Estudos filogenéticos, usando análise do RNA ribossomal (rRNA), levaram 
ao sistema de classificacáo dos seres vivos proposto por Carl Woese (Fig. 1.1). 
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QUADRO 1.1 Principais grupos de microrganismos e sua estrutura celular 

















Principais grupos de mi Im 

Grupo Organizacáo celular EESÁ | 
Vírus Não apresentam estrutura celular 
Arqueas Célula procariótica | UN O 
Bactérias Célula procariótica lee 
Algas Célulaeucariótiea ` ed 
Protozoários ` Célula eucariótica n" 
Fungos Célula eucariótica Lr. 


Tomando estes estudos como base, foi descoberto que havia trés linhas de 
evolução dentro da árvore filogenética universal, levando a trés domínios 
conhecidos, Bacteria, Archaea e Eukarya. Os microrganismos podem ser encon- 
trados em todos os três domínios. 


ESTRUTURA DA CÉLULA MICROBIANA 


Existem diferencas básicas na estrutura e organizacáo celular dos dois 
grupos microbianos, os procariotas e os eucariotas. O DNA nas bactérias e 
arqueas é circular, e náo está no núcleo como nos eucariotas, que possuem 
DNA linear. Todos os microrganismos possuem uma membrana citoplasmá- 
tica, uma barreira semipermeável que compartimentaliza a célula. Possuem 
também os ribossomos, nos quais ocorre a síntese de proteínas. A célula 
procariótica possui uma organização mais simples, sem organelas, que são 
compartimentos internos envoltos por membranas, e que caracterizam a 
célula eucariótica. As organelas encontradas nos eucariotas são o retículo 
endoplasmático (síntese de proteínas e lipídeos), o complexo de Golgi (proces- 
samento e transporte de proteínas e outras substâncias), as mitocôndrias 
(respiração/geração de ATP) ou cloroplastos (fotossíntese/geracáo de ATP), e 
os lisossomos, que possuem as enzimas digestivas. 

Outra estrutura que pode ser encontrada nos microrganismos é a parede 
celular, que em bactérias é composta por uma peptideoglicana e em arqueas 
pode ser protéica/glicoprotéica ou mesmo uma pseudopeptideoglicana. 
Fungos e algas também apresentam um outro tipo de parede celular, mas a 
função básica é a mesma: proteger as células do choque osmótico. Os flagelos, 
sem microtúbulos, são as estruturas responsáveis pelo movimento celular 
dos procariotos, e aqueles com microtúbulos possuem a mesma função em 
eucariotas. 

Somente as bactérias possuem endosporos, que são formas de resistência, 
enquanto o citoesqueleto, uma estrutura de suporte de organelas dentro 


€ A AFI FP EE e — ue Ea —— 
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BACTERIA 
Haloferax E.coli Gaz 
Chromatium Mitocôndria 
ARCHAEA Methanospirillum "9 
; Agrobacteriu 
Methanosarcina ChiBrbfum 
. Sulfolobus ethanobacteria Cytophaga 
Pyrodictium E 
Methanococcus Epulopiscium 
Thermoproteus Bacillus 
Meda Thermofilum Thermococcus : imam edm 
ynechococcus 
marinho | Methanopyrus Thermus 
Thermomicrobium 
Thermotoga 
Aquifex 
EUKARYA 
Tritrichomonas Zea 
Homo 
Caprinus 
Giardia Paramecium 
Hexamita Porphyra 
Vairimorpha Dictyostelium 
Physarum Naegleria 
Euglena Entamoeba 
Encephalitozoon Trypanosoma 


Fig. 1.1 Classificação filogenética com os três domínios, proposta por Carl Woese. 


das células, só é encontrado em eucariotas. As principais diferenças entre os 
microrganismos procariotos e eucariotas se encontram esquematizadas na 


Fig. 1.2. 


Os microrganismos estão presentes em todos os ambientes terrestres, intera- 
gindo com estes e com outros seres vivos. Possuem múltiplos papéis, podendo 
ser causadores de doenças humanas em animais, plantas e outros orga- 
nismos vivos, além de serem agentes de contaminações de águas, alimentos 
ou medicamentos, acarretando grandes prejuízos à saúde do homem ou ao 


ambiente. 
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de Golgi 
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citoplasmática 
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Centrossomo 
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Centríolo 
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Parede 
celular 


Retículo 
endoplasmático 









Ribossomo 





Flagelo Membrana 
citoplasmática Cápsula inclusões 
citoplasmáticas 


Fig. 1.2 Principais diferenças entre as células eucariótica (A) e procariótica (B). 


No entanto, é bom lembrar que os micróbios também são grandes amigos 
do homem, sendo responsáveis por uma ampla gama de processos que vão 
desde a produção de alimentos, incluindo vinhos, pães, queijos e iogurtes, 
até a manutenção da ciclagem dos elementos químicos, como, por exemplo, 
o nitrogênio, na superfície do globo terrestre. Podem também ser produtores 
dos mais diversos compostos de interesses médico, comercial e ambiental. 
Como exemplo, podemos citar a produção de antibióticos, como a primeira 
penicilina produzida pelo fungo Penicilum notatum e as estreptomicinas pelos 
estreptomicetos, e várias enzimas como as peptidases e as celulases, as quais 
possuem grande aplicação industrial, nas indústrias de detergentes e de papel, 
respectivamente. 


PRINCIPAIS TIPOS DE MICRORGANISMOS 


Microrganismos Procarióticos 
BACTÉRIAS 


São seres unicelulares, com dimensões que em geral variam de 0,1 a 2 um 
de diâmetro e 2 a 8 um de comprimento. 
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As espécies pertencentes a este grupo podem apresentar diversas formas, 
que variam da esférica, denominada cocos, a diversos tipos de bastonetes, 
dentre eles os curtos, os longos, os finos, os espiralados e aqueles em curva 
(vibrião). Em alguns casos raros podem ser encontradas na forma de estrela 
ou quadradas. Podem apresentar também diferentes arranjos, em pares, em 
tétrades (grupo de quatro), em grupo de oito, ou em cachos, bem como em 
cadeias. A Fig. 1.3 mostra algumas formas esquemáticas de bactérias e a Fig. 
1.4, uma microscopia eletrônica de formas de bastonetes e cocos. A Fig. 1.5 
ilustra uma cianobactéria. 

As bactérias apresentam uma organização celular bastante simples, compre- 
endendo uma parede celular rígida, formada de peptideoglicana, e uma 
membrana citoplasmática, composta basicamente de fosfolipídeos e prote- 
ínas, mas gliceroglicolipídeos, hopanóides e outros tipos de lipídeos também 
podem ser encontrados. O DNA se encontra no citoplasma, formando a região 
conhecida como nucleóide. Os ribossomos estão dispersos no citoplasma. 
Externamente podem apresentar o glicocálice, formado por glicoproteínas e 
glicolipídeos, que é importante na virulência e também na fixação a diversas 
superfícies. Algumas espécies apresentam flagelo de locomoção, e outras, 
ainda, podem possuir fímbrias de adesão e pili, esta última responsável pela 
transferência de material genético no mecanismo de conjugação. A presença 
de endosporos em algumas espécies fornece a elas um mecanismo de resis- 
tência, principalmente ao calor, mas também à radiação, à falta de nutrientes 
e à falta de umidade. 

O processo mais comum de reprodução das bactérias é o de fissão binária, 
no qual uma célula se divide em duas. Quanto à sua nutrição, são capazes de 


e Pedúnculo 


Bactérias apendiculares e 


Espiroqueta j 
gë com brotamento Filamentos 





Fig. 1.3 Diferentes formas encontradas em bactérias. 
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Fig. 1.4 Bactérias na forma de bastonetes Actinomyces naeslundii (A) e na forma de cocos Streptococcus salivaris (B). 
Microscopia de varredura. (Fotos da Dr? Thais Souto-Padrón, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, UFRJ.) 






Fig. 1.5 Cianobactéria do género Anabaena. (Cortesia da Dr* Sandra Azevedo, Instituto de 
Biofísica, UFRJ.) 
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utilizar compostos orgânicos ou inorgânicos como fonte de carbono e energia, 
como, também, a energia luminosa, ao invés da energia química. 

As bactérias podem ser encontradas sobretudo no solo, na água doce e 
nos mares, mas também no corpo humano, nos animais, nas plantas e nos 
alimentos, entre outros. Dentre os principais grupos de bactérias existentes 
podemos citar alguns mais comuns: bactérias Gram-positivas, bactérias Gram- 
negativas, espiroquetas, riquétsias, clamídias, micoplasmas, micobactérias, 
nocárdias, actinomicetos, bactérias verdes, bactérias púrpuras e cianobacté- 
rias, estas últimas fotossintéticas, erroneamente chamadas, no passado, de 
algas verde-azuladas. 


ARQUEAS 

Inicialmente foram denominadas arqueobactérias, por se acreditar que este 
grupo compreendia um tipo de bactéria. Mais tarde, foi descoberto que, na 
verdade, constituíam um grupo distinto de microrganismos, com caracterís- 
ticas próprias e incomuns, podendo ser encontradas em ambientes extremos, 
como solos bastante secos e quentes, e nas profundezas dos mares próximos 
às fontes hidrotermais e em regiões vulcânicas. Também são comuns em 
águas com altas concentrações de sal e em nascentes de águas ácidas, ricas em 
enxofre. Estes organismos procarióticos, em geral anaeróbios, diferenciam-se 
das bactérias por não possuírem uma parede celular composta de peptideo- 
glicana, e sim de outras macromoléculas variadas, embora uma pseudopep- 
tidoglicana possa ser encontrada em algumas espécies. Em termos molecu- 
lares, a comparação da seqüéncia de nucleotídeos do rRNA 168S das bactérias 
e das arqueas confirma a grande diferença entre elas. Além disso, as arqueas 
apresentam características metabólicas especiais, como a capacidade de se 
desenvolverem em altas temperaturas (termofílicas), valores extremos de 
pH (alcalofílicas ou acidofílicas) e alta salinidade (halofílicas). Além disso, 
algumas delas possuem metabolismo especial, a cnamada metanogênese 
(metanogênicas). 


Microrganismos Eucarióticos 


FUNGOS 
São seres encontrados principalmente no solo, mas também em plantas 
e animais, inclusive no próprio homem, causando as micoses. Apresentam 
uma organização celular bem mais complexa que a das bactérias. Primeira- 
mente, possuem núcleo definido, com o DNA envolto por uma membrana 
nuclear. A parede celular é composta sobretudo de quitina, ou às vezes celu- 
lose, mas nunca de peptideoglicana. Possuem membrana plasmática típica, e 
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ALGAS 


seu citoplasma contém um citoesqueleto, responsável pelo suporte da célula, 
além de diversas organelas como retículo endoplasmático, responsável pelo 
transporte de várias substâncias, mitocôndrias, as quais são autoduplicáveis 
e contêm enzimas envolvidas no metabolismo respiratório, e ribossomos, os 
quais realizam a síntese de proteínas. Além disso, podemos encontrar ainda o 
complexo de Golgi, também envolvido em processos de transporte, os lisos- 
somos, que contêm enzimas digestivas, e os vacúolos, de função variada. 

Podem ser divididos em dois grandes grupos, os fungos filamentosos, 
também chamados de bolores, e as leveduras, unicelulares. Alguns fungos 
filamentosos podem ser macroscópicos, como é o caso dos cogumelos comes- 
tíveis, compreendidos no grupo dos basidiomicetos. São seres exclusivamente 
heterotróficos, incapazes de realizar a fotossíntese ou qualquer outro metabo- 
lismo autotrófico. Reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Neste último 
caso, a reprodução pode ocorrer por fragmentação da hifa, ou por germinação 
de esporos. 

Os fungos filamentosos contêm hifas, septadas ou não, que crescem pelas 
extremidades, e cujo conjunto é chamado de micélio. Quando crescidos em 
meio de cultura sólido, produzem hifas vegetativas, ou nutritivas, que crescem 
para o interior do meio de cultura. Podem também produzir hifas aéreas, ou 
de reprodução, e, neste caso, seu crescimento é perpendicular ao meio. Estas 
hifas aéreas podem sustentar estruturas que contêm esporos de reprodução, 
dentre eles os conidióforos, que contêm externamente, em cadeia, esporos 
chamados de conidiosporos, ou os esporangióforos, que contêm internamente 
os esporos chamados de esporangiosporos. Outros tipos de esporos fúngicos 
conhecidos são os artrosporos, decorrentes da fragmentação de uma hifa, os 
blastosporos, formados a partir de um brotamento de uma célula de leve- 
dura, os clamidosporos, que possuem parede celular bem mais espessa que a 
das células vegetativas da espécie em questão, os zigosporos, característicos 
de zigomicetos, e os ascosporos, característicos de ascomicetos. 

A Fig 1.6 mostra o fungo Aspergillus fumigatus. 


São seres fotossintéticos, que possuem representantes microscópicos (algas 
unicelulares) ou macroscópicos (algas multicelulares). Habitam principal- 
mente ambientes marinhos e águas doces, mas também podem ser encon- 
trados eventualmente no solo. Podem reproduzir-se tanto sexuada como 
assexuadamente e abrigam em suas células os cloroplastos, organelas autodu- 
plicáveis, típicas da fotossíntese. A parede celular geralmente é composta de 
celulose, e podem possuir flagelos de locomoção. Os liquens correspondem 
à associação de uma alga (ou cianobactéria) com um fungo, na qual, em uma 
relação de mutualismo, cada um dos parceiros é beneficiado. São bastante 














JEUL SEI 


Fig. 1.6 A. Fungo Aspergillus fumigatus. B. Conídio de Aspergillus fumigatus crescido em meio czapeck. Microscopia 
eletrônica de varredura. (Cortesia de Vera Carolina Bordallo Bittencourt e da Prof* Thais Souto-Padrón, Instituto de 
Microbiologia Prof. Paulo de Góes, UFRJ.) 


PROTOZOÁRIOS 


comuns em árvores, telhados e estruturas de cimento. A capacidade fotos- 
sintética destes seres os torna primordiais na cadeia alimentar, já que fixam 
CO, na forma de carboidratos que serão consumidos pelos heterotóficos. 


São seres unicelulares e heterotróficos, que geralmente não possuem parede 
celular. Habitam principalmente as águas e o solo e reproduzem-se assexua- 
damente. Movimentam-se por flagelos, cílios ou pseudópodos, dependendo 
do grupo ao qual pertencem. Sob condições adversas, alguns protozoários 
são capazes de formar cistos, estruturas que contêm uma cápsula protetora 
a qual permite a sobrevivência nessas condições. 

Estes microrganismos quase sempre se alimentam mediante ingestão de 
macromoléculas ou material particulado, incluindo células bacterianas, utili- 
zando processos de pinocitose ou fagocitose, respectivamente. Muitos dos 
protozoários são parasitos obrigatórios; outros são parasitos facultativos, os 
quais podem habitar o homem ou animais, causando diversas doenças como 
malária, toxoplasmose, doença de Chagas (Fig. 1.7) e vários tipos de diarréia, 
entre outras. 
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Fig. 1.7 Trypanosoma cruzi, agente 
etiológico da doença de Chagas. 
(Foto da Dr? Thais Souto-Padrón, 
Instituto de Microbiologia Prof. 
Paulo de Góes, UFRJ.) 





Microrganismos sem Estrutura Celular 


VÍRUS 

São considerados microrganismos, embora não possuam estrutura celular. 
São extremamente pequenos, variando de 0,02 a 0,3 um. Basicamente são 
considerados elementos genéticos que contêm DNA ou RNA e uma capa 
protéica. Podem alternar entre dois estados distintos, o intracelular e o extra- 
celular. No estado extracelular, um vírus nada mais é do que uma partícula 
submicroscópica que contém basicamente ácido nucléico envolto por mate- 
rial protéico. Neste caso é chamado de partícula viral ou virion, e é meta- 
bolicamente inerte, servindo apenas de transporte de material genético de 
uma célula hospedeira para outra. No estado intracelular, o vírus infecta a 
célula hospedeira e se reproduz, sintetizando outro genoma, bem como os 
componentes que compõem a sua capa, sempre à custa das enzimas e funções 
metabólicas da célula hospedeira. 

As partículas virais podem ser consideradas de duas formas distintas: agentes 
de doenças, quando a infecção na célula hospedeira leva a sua ruptura e 
morte, ou agentes de hereditariedade, quando a partícula viral entra na célula, 
causando apenas modificações genéticas, sem lhe causar nenhum dano. 

Os vírus podem infectar não apenas células humanas, mas também células 
animais ou vegetais, ou, ainda, células bacterianas. Neste caso são chamados 
de bacteriófagos e utilizados como ferramentas importantes nos estudos de 
biologia molecular. 
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PARTE II — PRÁTICA 


PRESENCA DOS MICRORGANISMOS NO AMBIENTE 


OBJETIVO 


MATERIAIS 


PROCEDIMENTOS 


LL 


Verificar a presença de microrganismos no ambiente. 


Banho-maria 

Bico de bunsen 

Placas de Petri esterilizadas 

Frascos com meio de ágar simples fundido e esterilizado em autoclave e 
mantido a 45?C em banho-maria 

Swabs 

Etiquetas de identificação 

Microscópios 


Verter o meio de ágar simples fundido em placa e esperar solidificar. (Esta 
etapa deverá ser realizada logo no início da aula, de modo a garantir uma 
boa solidificação.) 


. Expor uma das placas durante 15 minutos ao ar. 
. Com outras placas, realizar algumas das seguintes opções: 


— friccionar um swab na bancada e, em seguida, espalhá-lo na superfície 
do ágar 

— fazer o mesmo com a sola de seu sapato 

— com o auxílio de um swab, retirar material de partes do corpo humano: 
garganta, ouvido, pele, regiáo embaixo da unha, dente etc. 

— depositar alguns fios de cabelo sobre o ágar 

— tocar suavemente a extremidade dos dedos na superfície do ágar 

— soprar, tossir ou espirrar sobre a superfície do ágar 

— expor a placa aberta ao fluxo de saída de ar de um aparelho de ar-condi- 
cionado por alguns segundos 


Obs.: Usar a imaginação e programar outras possibilidades. 
4. Incubar à temperatura ambiente durante 48 horas. 
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Observar a presença de diferentes colônias na superfície do meio de ágar, com 
diferentes tamanhos, aspectos, cores etc.; observar os diferentes tipos de bacté- 
rias e fungos e, eventualmente, actinomicetos; preparar lâminas e observá-las ao 
microscópio. Distinguir os diferentes tipos microbianos. Na Fig. 1.8 são apresen- 
tadas placas submetidas aos diversos procedimentos aqui sugeridos. 


E 


Fig. 1.8 Placas com meio de ágar simples submetidas aos diversos tratamentos descritos. A. Ar-condicionado. B. 
Swab de bancada. C. Swab de pele. D. Swab de sola de sapato. E. Placa exposta ao ambiente de sala de aula. 





Capítulo 2 


INTRODUÇÃO 


Materiais e técnicas básicas da 
microbiologia 


Rosalie Reed Rodrigues Coelho 


PARTE I - TEORIA 


Os microrganismos são encontrados em praticamente todos os ambientes 
naturais tais como solo, ar, água, alimentos, esgoto, corpo humano, plantas 
e animais. Nestas condições eles se apresentam como populações mistas e, 
para que possamos estudá-los no laboratório, necessitamos separá-los em 
espécies individuais, formando culturas puras. 

Uma cultura pura consiste no crescimento, em meio nutritivo adequado, 
de um conjunto de células idênticas que pertencem a uma única espécie 
de microrganismo. Por outro lado, para que possamos estudar um micror- 
ganismo em cultura pura, necessitamos de materiais e equipamentos espe- 
ciais no laboratório e também de utilizar técnicas específicas, que envolvem, 
sobretudo, esterilização e assepsia. A esterilização consiste na eliminação ou 
remoção de toda e qualquer forma de vida existente em determinado material 
ou ambiente, enquanto a assepsia é um conjunto de medidas que impede a 
entrada de microrganismos onde estes não são desejados. 


MATERIAIS E EQUIPAMENTOS ESPECIAIS NO LABORATÓRIO DE MICROBIOLOGIA 


Incluem materiais e equipamentos necessários não só ao cultivo dos micror- 
ganismos, mas também aqueles essenciais aos processos de esterilização, 
transferência e preservação de microrganismos (Quadro 2.1). 

Para o cultivo dos microrganismos, precisamos preparar meios de cultura. 
Por enquanto podemos dizer que os meios de cultura são o “alimento” dos 
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QUADRO 2.1 Principais materiais e equipamentos utilizados no laboratório de microbiologia 





Para cultivo dos microrganismos; Para esterilização: 
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microrganismos e que podem ser preparados numa base sólida, líquida ou 
semi-sólida, dependendo da presenca de um agente gelificante chamado 
ágar. Estes meios podem ser distribuídos nas chamadas placas de Petri (meios 
sólidos), em Erlenmeyers ou balóes (meios líquidos) ou, ainda, em tubos 
(meios sólidos inclinados, meios semi-sólidos ou meios líquidos), cujas tampas 
geralmente sáo de alumínio, de algodáo ou de rosca (Fig. 2.1). 

Outras vidrarias encontradas no laboratório de microbiologia incluem 
becheres, pipetas, provetas, bastóes, entre outras, comuns ao laboratório de 
química. Na Fig. 2.2 sáo apresentados diversos tipos de vidraria, incluindo 
provetas, becheres, pipetas comuns e pipetas Pasteur. 
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Fig. 2.1 Meios de cultura contidos em diversas vidrarias — Erlenmeyer contendo meio de 
cultura estéril (a), tubo de ágar inclinado contendo cultura de Serratia marcescens (b), placa 
de Petri contendo meio sólido com colônias de microrganismos do ar (c) e tubos contendo 
meio líquido estéril (d). 


Para a esterilização dos meios de cultura, ou de qualquer outro material, 
podem-se utilizar vários tipos de equipamento, dependendo do caso, sendo 
os mais comuns as autoclaves, os fornos Pasteur e os filtros esterilizantes. É 
importante lembrar que o material a ser autoclavado deve estar sempre prote- 
gido, seja embrulhado em papel, seja acondicionado em cánulas metálicas 
(no caso de placas de Petri ou de pipetas) ou em sacos de plásticos especiais, 
O que vai garantir a esterilidade do material até o momento de seu uso. No 
Capítulo 3 os diferentes métodos de esterilizacáo seráo abordados detalha- 
damente. 

A transferéncia de um microrganismo para um meio de cultura é chamada 
de repique, semeadura, ou inoculação. Dependendo do caso, podem-se utilizar 
alças ou agulhas de inoculação, alça de Drigalsky, pipetas comuns, micro- 
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Fig. 2.2 Vidrarias 


comumente utilizadas no 
laboratório de microbiologia 


— provetas e becheres 
(a), pipeta Pasteur (b) 
e pipetas contidas em 


cânulas, apropriadas para 


esterilização (c). 
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pipetas automáticas e swabs, estes compostos de uma haste de plástico ou 
madeira, com um algodão hidrófilo na ponta, como se fosse um cotonete 
(Fig. 2.3d). As pipetas Pasteur (Fig. 2.2b) também podem ser empregadas para 
esta mesma finalidade. 

Para que a transferéncia dos microrganismos seja feita em condicóes de 
assepsia, ou seja, sem que haja contaminacáo por outros microrganismos 
indesejáveis, pode-se trabalhar próximo à chama de um bico de Bunsen. 
Este é um equipamento bastante comum no laboratório de microbiologia, 
utilizado para flambagem, conforme será visto mais adiante. Uma medida 
adicional utilizada para manter a assepsia durante a transferéncia de micror- 
ganismos, quando se utiliza o bico de Bunsen, é realizar o trabalho dentro de 
cámaras assépticas, que nada mais sáo do que pequenos quartos reservados 
exclusivamente para esta finalidade e que, quando náo estáo sendo usadas, 
ficam constantemente fechadas e esterilizadas pela radiacáo UV (ver Capí- 
tulo 3). Atualmente, no lugar das cámaras assépticas, tem-se optado pela 
utilizacáo das cámaras de fluxo laminar, também chamadas de cabines de 
proteção biológica. Este é um equipamento bem menor que a cámara assép- 
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Fig. 2.3 Alguns instrumentos de inoculação de microrganismos - alça e agulha de inoculação (acima, de plástico 
do tipo descartável, e abaixo, de fio metálico, de níquel-cromo) (a), alça de Drigalsky (b), pipeta comum (c), swab 
(d) e micropipeta automática (e), composta de uma parte fixa, onde é regulado o volume a ser transferido, e uma 
parte móvel, a ponteira, de material plástico. 


tica e cumpre a mesma função. Além da esterilização por UV, possui um filtro 
de ar, chamado de filtro HEPA (high efficiency paticulated air, ou seja, filtro 
de partículas de ar de alta eficiência), acionado minutos antes do uso, e que 
garante a ausência de partículas no ar do seu interior, assegurando assim um 
ambiente estéril (Fig. 2.4). 

Após a inoculação de um microrganismo num determinado meio de cultura, 
para que ele cresça adequadamente, é preciso incubá-lo em uma temperatura 
apropriada ao seu desenvolvimento. Isto pode ser feito em diversos tipos de 
equipamentos, todos com temperatura controlada. Existem os banhos de 
água, utilizados principalmente para crescimento em tubo (Fig. 2.5a), as incu- 
badoras, também chamadas de estufas bacteriológicas (Fig. 2.5b), e os quartos- 
estufa. Em alguns casos o microrganismo precisa crescer sob agitação, e neste 
caso podem-se utilizar os agitadores rotatórios, com velocidade de agitação 
controlada, onde são colocados os Erlenmeyers inoculados (Fig. 2.50). 


"EEN 





Fig. 2.4 Cámara de fluxo laminar - o operador trabalha através de um vidro protetor, e 
dentro da câmara o ambiente é mantido estéril pela filtração contínua do ar. 


Além disso, alguns microrganismos, os chamados anaeróbios estritos, 
exigem ausência de oxigênio; neste caso precisam ser incubados nas chamadas 
jarras de anaerobiose (Fig. 2.6a). Também necessitam que seu crescimento 
ocorra em meios especiais, os chamados meios redutores, ou meios pré-redu- 
zidos, que contêm certos ingredientes que reduzem o potencial de redox, 
como é o caso do tioglicolato de sódio. Este, ao se combinar ao oxigênio 
dissolvido, garante a anaerobiose do meio. Já a ausência de oxigênio na jarra é 
garantida pela adição de certas misturas de produtos químicos que, em síntese, 
vão combinar-se ao O,, formando água. Eventualmente, este tipo de micror- 
ganismo exige que se trabalhe em câmaras de anaerobiose (Fig. 2.6b), ou seja, 
um ambiente hermético cuja atmosfera é isenta de oxigênio, o que permite 
que toda a manipulação do microrganismo seja feita em anaerobiose. 

A preservação dos microrganismos por períodos curtos é normalmente 
feita em refrigeradores a cerca de 4?C. Para períodos mais longos utilizam-se 
freezers a -20*C, ou mesmo a -70?C. Câmaras contendo nitrogênio líquido 
também são utilizadas, alcançando-se temperaturas bem mais baixas. Nos 
casos de temperaturas abaixo de 0°C é necessário colocar a massa microbiana 
em contato com um agente crioprotetor, que pode ser, por exemplo, o glicerol. 
Um outro método bastante eficiente de preservação de microrganismos é a 
liofilização. Esta envolve o uso de um equipamento caro, o liofilizador (Fig. 
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Fig. 2.5 Equipamentos para cultivar microrganismos - banho-maria (a), incubadora ou 
estufa bacteriológica (b) e agitador rotatório (c). 





Fig. 2.6 Equipamentos para microrganismos anaeróbios — jarra de anaerobiose (a) para o crescimento microbiano. 
Cámara de anaerobiose (b), onde toda a manipulação é realizada através de luvas fixadas no vidro da câmara. 
Existe ainda uma saída lateral (à direita), na forma de uma antecámara, e o ambiente é preenchido por um gás 
inerte, sem a presença de oxigênio. (Cortesia do Dr. Mauricio Paiva.) 
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Fig. 2.7 Liofilizador — aparelho utilizado para preservar microrganismos. A água presente 
no microrganismo congelado (mantido dentro das ampolas de vidro) passa ao estado 
gasoso sob alto vácuo, e nestas condicóes nào há ruptura das estruturas celulares que 
permanecem na forma de um pó seco. 


2.7), e consiste no congelamento prévio da suspensáo microbiana e, por 
meio de vácuo, a posterior sublimação da água, ou seja, ela passa do estado 
sólido para o estado gasoso, na forma de vapor, que é eliminado. Ao final 
do procedimento, o material obtido se apresenta completamente isento de 
água. Quando se deseja reutilizar o microrganismo, basta hidratá-lo nova- 
mente, colocando-o num meio de cultivo líquido adequado. É um método 
excelente de preservação de microrganismos por períodos longos, tendo-se 
notícia de células microbianas liofilizadas, viáveis após períodos de até mais 
de 50 anos. 

Lâminas e lamínulas para microscopia, balanças para pesagem, algodão, 
papel, pinças e espátulas, entre outros, também são comumente encon- 
trados no laboratório de microbiologia (Fig. 2.8). O algodão utilizado para a 
confecção de tampas para tubos, Erlenmeyers e balões geralmente é do tipo 
cardado, um algodão cru, não-purificado, de cor bege. Este é hidrofóbico, ao 
contrário do algodão purificado, hidrofílico. A hidrofobicidade deste algodão 
auxilia durante o processo de autoclavação, pois não irá absorver água, o que 
poderia levar a uma futura contaminação. 
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Fig. 2.8 Outros materiais comuns no laboratório de microbiologia — lâminas e lamínulas para observações 
microscópicas (a), pinças e espátulas (b) e algodão cardado (c). 


MANOBRAS ASSÉPTICAS 


As manobras assépticas são técnicas que impedem a entrada de microrga- 
nismos onde estes não são desejados, ou seja, garantem boa assepsia. Assim 
sendo, as manobras assépticas vão impedir que os microrganismos presentes 
no ar, ou depositados sobre as várias superfícies junto com a poeira, venham 
a contaminar materiais estéreis do laboratório tais como meios de cultura, 
soluções e equipamentos ou, ainda, culturas puras de microrganismos. Por 
outro lado, impedem também que os microrganismos com os quais estamos 
trabalhando nos contaminem ou ao ambiente. 

As manobras assépticas referentes à manipulação de culturas (Quadro 2.2) 
envolvem basicamente o uso de um bico de Bunsen, e a realização de toda 
a manipulação dentro da chamada “zona de segurança”, que nada mais é 
do que a região ao redor da chama, a mais próxima possível sem que haja 


QUADRO 2.2 Algumas das principais técnicas de manobras assépticas 


| 1º Trabalhar em áreas submetidas previamente a limpeza e desinfecção, para reduzir o 


| número de potenciais microrganismos contaminantes. 





2º Trabalhar dentro da “zona de segurança” do bico de Bunsen, ou seja, Os recipientes 
(tubos de ensaio, placas de Petri etc.) com meio de cultura devem ser abertos próximos 
a chama do bico. 


3º Flambar ao rubro alça ou agulha antes e após cada inoculação, 


|. 4? Deixar esfriar o instrumento antes de obter o inóculo, dentro da “zona de segurança”, 
| preferencialmente na parte interna do recipiente com meio de cultura. 





5º Flambar rapidamente a boca dos tubos contendo microrganismos ou meio estéril, 
| imediatamente após abri-los, ou antes de fechá-los. A tampa nunca deve ser colocada 
| Sobre a bancada, sendo retirada e mantida segura pelo dedo mínimo da mão durante 
a inoculação. 


6º Desembrulhar a pipeta estéril dentro da “zona de segurança”, flambá-la rapidamente 
e mantê-la nesta zona durante o trabalho. 
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perigo de superaquecimento ou queimaduras. Envolve também o uso de alças 
ou agulhas esterilizadas na chama do próprio bico (aquecimento ao rubro, 
ver Capítulo 3), ou, se for o caso, o uso de pipetas estéreis que serão abertas 
apenas no momento do uso. Todos os recipientes estéreis, ao serem abertos, 
deverão ter suas bocas flambadas rapidamente, para garantir a manutenção 
da esterilidade. Esta flambagem consiste em passar a boca de tubos e frascos, 
ou mesmo do corpo de pipetas, rapidamente na chama do bico de Bunsen, o 
que, além de eliminar os microrganismos eventualmente presentes na super- 
fície do material, cria uma corrente de ar do interior para o ambiente dificul- 
tando a entrada de contaminantes do ar no recipiente. É importante ressaltar 
que a flambagem rápida, aqui referida, difere da flambagem ao rubro, utili- 
zada na esterilização de alças e agulhas metálicas de inoculação, conforme 
será visto no Capítulo 3. 

O sucesso na manutenção da pureza de microrganismos cultivados só 
ocorrerá se técnicas assépticas forem seguidas. Isto inclui o preparo de meio 
de cultura estéril, a esterilização de todo o material que entrará em contato 
com o meio de cultura, e a manipulação de culturas utilizando-se as mano- 
bras assépticas. Na Fig. 2.9 é possível observar uma sequência de manobras 





Fig. 2.9 Manobras assépticas: (a) 
aquecer a alça ou agulha ao rubro e 
deixá-la esfriar dentro da “zona de 
segurança” do bico de Bunsen; (b) abrir 
o tubo perto da chama; (c) flambar 
rapidamente a boca do tubo e mantê-lo 
aberto dentro da “zona de segurança”; 
(d) retirar a amostra; (e) flambar 
novamente a boca do tubo e fechá-lo. 
Transferir um inóculo para um tubo 
estéril, cuja boca também foi flambada e 
mantida dentro da “zona de segurança”. 
Aquecer a alça ou agulha novamente ao 
rubro, antes de recolocá-la na bancada. 
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assépticas realizadas na transferência de uma cultura microbiana contida em 
tubo de ágar inclinado para outro tubo. 

As manobras assépticas não se restringem ao trabalho microbiológico em 
laboratório. Elas possuem um sentido muito mais amplo, sendo aplicadas 
também em hospitais. Neste caso, um exemplo típico se refere às manipula- 
ções realizadas não só no preparo, como também na própria execução de uma 
cirurgia. Nesta, todos os instrumentos e materiais cirúrgicos utilizados são 
esterilizados, bem como o cirurgião, os médicos-assistentes, os instrumenta- 
dores, os enfermeiros e o próprio paciente necessitam utilizar indumentárias 
estéreis, além de toucas, sapatilhas e máscaras. Apesar de as equipes cirúrgicas 
terem as mãos protegidas com luvas, elas realizam previamente um criterioso 
processo de lavagem, escovação (degermação) e anti-sepsia da pele das mãos. 
A sala de cirurgia também deve passar por um processo de limpeza e desin- 
fecção, bem como o próprio ambiente, que pode ser previamente submetido à 
esterilização sob a ação de luz ultravioleta. Por fim, a pele do paciente, corres- 
pondente à área do campo cirúrgico, deve ser cuidadosamente preparada e 
submetida à anti-sepsia, que, dependendo do grau de risco da cirurgia, pode 
ser complementada com o uso de modernos e inovadores campos plásticos 
adesivos, alguns deles impregnados com anti-sépticos (iodóforos) que reco- 
brem a área da pele do paciente na qual será feita a incisão cirúrgica (Fig. 
2.10). Com isso, em cirurgias demoradas, as luvas dos cirurgiões, apesar da 
anti-sepsia prévia, ficam protegidas de microrganismos que existam eventu- 
almente na pele do paciente. 





Fig. 2.10 Manobras assépticas em cirurgias — preparo do campo cirúrgico com a aplicação 
de um anti-séptico mediante uso de dispensador descartável (a) e com a colocação de 
campo plástico adesivo incisional, o que minimiza o risco de infecção de feridas cirúrgicas, 
auxiliando a redução do risco de contaminação. O campo plástico, esterilizado com 

raios gama, possui uma superfície aderente e estéril e, por ser impregnado com um anti- 
séptico (iodóforo), posssui atividade antimicrobiana contínua, retardando a recolonização 
bacteriana da pele do paciente (b). (Cortesia da 3M do Brasil.) 
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PARTE II —- PRÁTICA 





OBJETIVOS 


* Identificar e manipular corretamente a vidraria principal e outros objetos 
de uso mais frequente em microbiologia. 

e Definir cultura pura, esterilização e assepsia. 

* Descrever as principais técnicas de manobras assépticas. 

* Desenvolver habilidade de manipular tubos com meios estéreis, bem como 
transferir microrganismos de meio sólido para outro meio sólido e também 
para meio líquido. 


MATERIAIS 


* Tubos vazios esterilizados (16 x 150 mm) 

* Tubos de caldo simples 

* Pipetas esterilizadas (2 mL) 

* Tubos de ágar simples inclinado 

* Tubos de Serratia marcescens crescidas em ágar simples inclinado 

* Alças e agulhas de inoculação 

* Algodão cardado 

* Papel de embrulho 

* Gaze 

* Placas de Petri 

* Pipetas Pasteur 

* Láminas e lamínulas 

* Erlenmeyers, provetas, becheres, pincas, swabs e outros materiais comuns 
de laboratório 


PROCEDIMENTOS 


1* parte. Apresentação do material de laboratório: mostrar a vidraria prin- 
cipal (pipetas, placas, tubos etc.) e outros objetos de freqüente manipulação 
(alca e agulha de inoculacáo, bico de Bunsen, etc.). 

2º parte. Treinar manobras assépticas. 


1. Distribuir meio de caldo simples estéril, contido em um tubo, para outro 
tubo vazio e estéril, usando pipeta (2 mL). Repetir quando a técnica não se 
mostrar adequada. Incubar os tubos inoculados à temperatura ambiente, 
por, no mínimo, 48 horas. 
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2. Transferir uma porção do crescimento de Serratia marcescens crescida em 
tubo de ágar inclinado, contendo meio de ágar simples, para outro meio 
idêntico, com auxílio de alça de inoculação. 

3. Transferir uma porção do crescimento de Serratia marcescens crescida em 
tubo de ágar inclinado para meio líquido de caldo simples. 

4. Incubar os tubos dos itens 3 e 4 à temperatura ambiente, por, no mínimo, 
48 horas. 


Obs.: Algumas estirpes de Serratia marcescens produzem em suas células um 
pigmento vermelho-alaranjado apenas quando incubadas no escuro; outras 
produzem o mesmo pigmento sem esta exigência, bastando a incubação à 
temperatura ambiente. O pigmento vermelho-alaranjado facilita a visuali- 
zação do crescimento bacteriano. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


Manobras assépticas 


1. Leitura dos tubos de caldo simples, estéreis, submetidos à transferência em 
condições assépticas: a observação de turvação, formação de película ou 
depósito no meio de cultura, indica a presença de crescimento bacteriano 
e, portanto, manobra asséptica inadequada. 

2. Leitura dos tubos de ágar simples inclinado, inoculado com Serratia marces- 
cens: a presença de crescimento vermelho-alaranjado indica Serratia marces- 
cens; a presença de outro tipo de crescimento que não apresente a referida 
cor indica contaminação e, portanto, manobra asséptica inadequada. 

3. Leitura dos tubos de caldo simples inoculados com Serratia marcescens: a 
observação de turvação no meio de cultura indica crescimento da Serratia 
marcescens, mas não permite verificar se houve ou não contaminação. 
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Métodos físicos e químicos de 
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INTRODUÇÃO 


Os microrganismos podem ter seu crescimento controlado por agentes 
químicos e físicos, os quais podem atuar eliminando totalmente os micror- 
ganismos ou impedindo o seu crescimento, criando condições nas quais eles 
não podem se reproduzir. Uma grande variedade de métodos pode ser utili- 
zada, como, por exemplo, calor e radiações ionizantes. 
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O controle do crescimento dos microrganismos é muito importante e neces- 
sário na Medicina e em outras áreas das Ciências da Saúde como Odontologia, 
Biologia, Nutrição, Farmácia e Enfermagem. Como exemplos da aplicação 
dos métodos de controle, temos a prevenção das infecções hospitalares por 
procedimentos e técnicas adequados que vão desde o modo correto de lavar 
as mãos até os processos indicados, de acordo com normas do Ministério da 
Saúde, para limpar, esterilizar e/ou desinfetar artigos e equipamentos e super- 
fícies hospitalares. O processamento correto garante o nível adequado de 
microrganismos, o que é imprescindível para a segurança nos atendimentos 
aos pacientes e da equipe. 

No campo industrial, vários métodos de controle microbiológico podem 
ser aplicados, e este controle faz parte das etapas que garantem a qualidade 
dos produtos que podem ser alimentos, medicamentos, cosméticos e água 
entre outros. 

Em laboratórios de pesquisa e também de análises clínicas estes métodos 
estão presentes no preparo de meios de cultura, esterilização de vidraria como 
pipetas, placas de Petri, ponteiras e vários outros materiais. 

Noções básicas de limpeza, desinfecção e assepsia são importantes no 
preparo dos alimentos. 

Deste modo vemos a importância da correta aplicação dos métodos químicos 
e físicos de controle dos microrganismos em várias áreas. A escolha dos métodos 
depende dos objetivos, do tipo de material e do nível de controle desejado. 

Neste capítulo veremos vários métodos de esterilização e desinfecção dando 
ênfase para a área das ciências da saúde. 


CONCEITOS IMPORTANTES 
Artigos e Superfícies Hospitalares 


ARTIGOS 
São instrumentos, objetos de natureza diversa, utensílios, comadres, aces- 
sórios de equipamentos, louça, talheres etc. Podem ser críticos, semicríticos 
e não críticos. 


* Críticos - artigos destinados à penetração da pele, das mucosas e de tecidos, 
ou são introduzidos diretamente na corrente sangúínea. Requerem esteri- 
lização. 

* Semicríticos — não penetram os tecidos. São artigos destinados ao contato 
com a pele não íntegra ou mucosas íntegras. Requerem esterilização média 
ou alto nível de esterilização. 

* Não críticos — têm contato com a pele íntegra. Requerem apenas limpeza 
ou desinfecção de baixo-médio nível. 





SUPERFÍCIES 


Limpeza 


rr 


8 MÉTODOS FÍSICOS E QUÍMICOS DE CONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO 31 


O termo superfície se refere a mobiliário, pisos, paredes, portas, tetos, 
janelas, equipamentos e demais instalações hospitalares ou estabelecimentos 
da área da saúde. 


A limpeza é importante no controle do crescimento dos microrganismos. 
A simples remoção mecânica da sujeira ou sujidade retira os compostos 
que poderiam ser usados como nutrientes pelos microrganismos, como, 
por exemplo, matéria orgânica (sangue, vômito, soro, detritos alimentícios 
etc.). A limpeza também remove o pó, terra, matéria inorgánica (sais), além, 
evidentemente, de também remover microrganismos. A limpeza de artigos 
e superfícies pode ser feita com fricção mecânica com água, sabão, esponja, 
pano ou escova. Podem também ser usadas máquinas de limpeza com jatos 
de água quente ou detergente ou ainda máquinas de ultra-som com deter- 
gentes/desincrustantes associados ou não a produtos enzimáticos auxiliares de 
limpeza como peptidases e lipases (Fig. 3.1). Após limpeza, deve-se realizar O 
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Fig. 3.1 Foto de uma bacia ultra-sônica tirada do Hospital Universitário Clementino Fraga 
Filho. Esta bacia com vibração ultra-sônica e água a 40°C auxilia a limpeza de material 
cirúrgico, bandejas, caixas, pinças, material de cirurgias ortopédica e neurológica e 
materiais canulados com lume. 
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enxágúe com água potável e corrente. Os artigos podem ser secos com panos 
limpos, com secadora de ar quente, estufa ou ar comprimido medicinal. 
Dependendo do destino do artigo, ele será então guardado ou submetido à 
desinfecção ou esterilização. 


Descontaminação 


Limpeza realizada com agentes físicos ou químicos com objetivo de remover 
agentes contaminantes, como, por exemplo, fluidos e secreções corporais com 
agentes infecciosos. Pode ser feita também por fricção com esponja, pano 
ou escova embebidos em produtos químicos. A imersão completa do artigo 
em desinfetante acompanhada ou não de fricção com esponja e escova pode 
ser usada. Outra técnica emprega pressão de jatos de água com temperatura 
entre 60 e 90°C durante 15 minutos (máquinas lavadoras sanitizadoras e 
similares). Após a descontaminação, os artigos devem ser secos, guardados 
ou processados por esterilização. A Fig. 3.2 ilustra uma máquina de limpeza 
termodesinfetadora e a Fig. 3.3, uma pistola ou mangueira de ar comprimido 
que auxilia a secagem do material. 





Fig. 3.2 Máquina termodesinfetadora de água quente (70ºC) do Hospital Universitário 
Clementino Fraga Filho. Utiliza preparações industriais de detergentes enzimáticos com 
várias enzimas com atividade de lipase e peptidase. Usada para materiais de assistência, 
ventiladores, traquéias, bolsas ventilatórias, máscaras ventilatórias e respiratórias, ambus 
(reanimador manual), conexões, conjunto para macronebulização e outros materiais. 








Sanitização 


Desinfecção 
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Fig. 3.3 Pistola de ar comprimido para auxiliar a secagem de material, Hospital 
Universitário Clementino Fraga Filho. 


É o tratamento que leva à diminuição da vida microbiana nos utensí- 
lios alimentares e equipamentos de manipulação de alimentos até os níveis 
seguros de saúde pública. Processo realizado com agentes químicos que podem 
ser sabão ou detergente e desinfetantes do tipo sanitizantes. 


É a eliminação parcial (ou redução) do número de microrganismos (princi- 
palmente patogênicos) presentes em um material inanimado. A desinfecção é 
feita por agentes químicos — os desinfetantes. Pode também, como na descon- 
taminação, ser realizada por método físico com água em ebulição e máquina 
automática de água quente (60-90ºC). Existem basicamente três tipos: 

Desinfecção de Baixo Nível. Os agentes químicos usados têm ação contra 
a maioria das bactérias, alguns vírus e fungos, mas não inativam micror- 
ganismos mais resistentes como as micobactérias e os endosporos bacte- 
rianos. 

Desinfecção de Nível Intermediário. Os agentes destroem a maioria das bacté- 
rias incluindo as micobactérias, mas não os endosporos. 
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Desinfecção de Alto Nível. Os agentes são eficientes contra todos os micror- 
ganismos, exceto endosporos. 


Anti-sepsia 


Semelhante à desinfecção, porém relacionada a tecidos vivos. E feita, 
também, por meio de agentes químicos, denominados anti-sépticos, em 
concentrações adequadas para estes tecidos. 


Esterilização 
É a eliminação total dos microrganismos e esporos. Métodos químicos e 
físicos podem ser usados. 


ALVOS CELULARES 


Existem diferentes alvos nos quais os agentes químicos e físicos podem 
atuar impedindo o crescimento dos microrganismos ou eliminando-os total- 
mente. 


Parede Celular 


A parede celular protege os procariotos da lise osmótica. Agentes antimi- 
crobianos que têm como alvo esta estrutura levam à morte celular por lise 
osmótica. 


Membrana Citoplasmática 


A membrana citoplasmática é alvo de muitos agentes antimicrobianos. 
Uma de suas funções é o controle da passagem de nutrientes para a célula e 
a eliminacáo de substáncias tóxicas. Alguns agentes antimicrobianos podem 
danificar esta estrutura, o que acarreta perda da sua integridade, como, por 
exemplo, o amónio quaternário, levando ao extravasamento do meio intra- 
celular. 


Enzimas e Proteínas 


Agentes que atuam nestas moléculas tais como o calor e alguns agentes 
químicos rompem as pontes de hidrogénio, dissulfeto ou covalentes, levando 
à desnaturacáo da proteína ou enzima com perda de suas funções celulares. 
Ocorre uma alteracáo do metabolismo celular e da síntese de proteínas. 
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DNA e RNA 


Os ácidos nucléicos são a fonte da informação celular. Danos nestas 
moléculas decorrentes de agentes físicos, como calor, radiações, ou agentes 
químicos levam à morte celular por impedir a replicação celular e a síntese 
de proteínas e enzimas. 


MÉTODOS DE CONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO 


O crescimento celular pode ser controlado por diferentes métodos. O 
Quadro 3.1 resume os principais métodos químicos e físicos usados para 
controle do crescimento dos microrganismos. 

Existe uma variação muito grande em termos de sensibilidade entre os 
microrganismos e os endosporos de procariotos aos métodos físicos e químicos 
de controle que serão descritos neste capítulo. Na lista a seguir se encontram 
em ordem decrescente de resistência, a estes agentes, os príons, os microrga- 
nismos e os endosporos. O príon é uma proteína simples. Não são conside- 
rados seres vivos, porque não têm genoma, mas são infecciosos, causando 
sérios distúrbios, e portanto são alvo dos processos de desinfecção e esteri- 
lização. São resistentes a radiações ionizantes e ultravioleta que degradam 
os ácidos nucléicos, óxido de etileno, proteases e também procedimentos 
tradicionais de esterilização. Só podem ser inativados com solventes como 
benzeno, hipoclorito sódico (20*C, 1 hora) e hidróxido sódico 2N. 


QUADRO 3.1 Métodos físicos e químicos de controle dos microrganismos 





Métodos físicos Temperatura 
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Filtracáo 
Dessecacáo 
Remocáo de O, 


ST Vibração ultra-sônica 
Métodos químicos Desinfetantes 
Anti-sépticos 
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Preservativos usados em alimentos 





Métodos Físicos 


TEMPERATURA 


Calor Seco e Úmido 
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PRÍONS 
Creutzfeldt Jakob Disease 
Mal da vaca louca 
(EEB, Encefalopatia espongiforme bovina) 
y 
ENDOSPOROS BACTERIANOS 
Bacillus subtilis 
Clostridium difficile 
y 
MICOBACTÉRIA 
Mycobacterium tuberculosis 
Micobactérias atípicas 
y 
VÍRUS NÃO LIPÍDICOS 
Poliovírus 
Rinovírus 
y 
FUNGOS 
Candida sp. 
Criptococcus sp. 
y 
FORMAS VEGETATIVAS DE BACTÉRIAS 
Pseudomonas sp. 
Salmonella sp. 
y 
VÍRUS LIPÍDICOS 
HBV/HIV/Herpes vírus 


Os métodos físicos são muito utilizados para promover a descontaminação, 
a desinfecção e a esterilização. Os métodos frequentemente empregados para 
atingir estes objetivos usam como princípio o calor, as radiações e a filtração. 


O calor é um dos mais importantes métodos usados para controle do cres- 
cimento e para eliminar os microrganismos. É o método de eleição por ser 
seguro, de baixo custo e não formar produtos tóxicos. Acima da temperatura 
ideal de crescimento o calor vai promover a desnaturação de proteínas estru- 
turais e enzimas, levando a perda da integridade celular e morte (Fig. 3.4). 
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Proteína ativa Proteína inativada 


Fig. 3.4 Efeito do calor nas proteínas, mostrando sua desnaturação. 


O calor seco elimina os microrganismos também por processo de oxidação. 
O calor úmido na forma de vapor tem maior poder de penetração e elimina 
as formas vegetativas dos procariotos, vírus e fungos e seus esporos. A morte 
pelo calor é uma funcáo exponencial que ocorre à medida que a temperatura 
se eleva. O tempo de redução decimal (valor D) é o tempo de exposição neces- 
sário a uma determinada temperatura para reduzir a um décimo o nümero 
original de microrganismos viáveis (matar 9096). Quanto maior a tempera- 
tura menor será o valor D (1 Temperatura - | D). Deste modo, são necessárias 
rápidas exposições a temperaturas altas para uma grande redução no número 
de microrganismos viáveis. A Fig. 3.5 mostra o valor D para temperaturas 
diferentes em uma mesma população bacteriana. 
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Fig. 3.5 A, Efeito da temperatura em uma população de bactérias. O tempo de redução 
decimal (D) foi obtido em três temperaturas diferentes. Na temperatura de 70°C o valor de 
D é de 3 min, a 60°C, de 12 min e a 50°C, de 42 min. B. Tempo de redução decimal para 
um procarioto mesófilo e outro termófilo. Um mesófilo exposto a 110°C por menos de 20 
segundos resultou na redução decimal (a), enquanto para o termófilo a mesma temperatura 
levou 10 minutos para atingir a redução decimal (b). 
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Todos os microrganismos sáo sensíveis ao calor, entretanto os endosporos 
bacterianos, devido a características peculiares na sua estrutura, sáo mais 
resistentes. Sáo bastante desidratados com 10-3096 de água no protoplasma, 
em contraste com as células vegetativas que possuem 7096. Esta desidratacáo 
ocorre durante o processo de esporulacáo. Este baixo teor de água reduz 
a quantidade de água associada a proteínas do "core", estabilizando-as e 
evitando a desnaturacáo térmica. Os endosporos bacterianos acumulam mine- 
rais como Ca?, Mai, Mn”, os quais estão localizados no “core”. Esta mine- 
ralizacáo está associada ao baixo teor de água. Outros fatores de proteção são 
as pequenas proteínas ácidas solúveis (PPAS), um grupo de proteínas que se 
liga ao DNA protegendo-o e a síntese de ácido dipicolínico, o qual forma uma 
estrutura semelhante a um gel. Em suma, os principais alvos do calor úmido 
identificados são as PPAS, a mineralização e a desidratação. Uma proteína do 
endosporo ainda não identificada também está envolvida. Por outro lado, 
o calor seco atua mais no DNA causando perdas de bases como ocorre na 
depurinização e nas mutações. O papel do ácido dipicolínico é menos defi- 
nido, mas mutações nos genes que codificam este composto aumentam o 
conteúdo de água do endosporo e, em consequência, diminuem sua resis- 
tência ao calor. 

Por causa destas características, para os endosporos serem destruídos, são 
necessárias temperaturas acima de 100ºC, com tempos variáveis dependendo 
da espécie de procarioto. As formas vegetativas das bactérias são mais facil- 
mente eliminadas (60-70ºC). Os esporos de fungos são forma de repro- 
dução e de dispersão das espécies. Podem ser eliminados em temperaturas 
que variam de 60-70ºC. As formas vegetativas dos fungos são destruídas 
na faixa de 50-60"C. 

Na temperatura de 100ºC, por exemplo, os endosporos do Clostridium botu- 
linum levam 5,5 horas para serem eliminados, enquanto na temperatura de 
121°C bastam 4-5 minutos. 


MÉTODOS QUE EMPREGAM O CALOR ÚMIDO 


Autoclave. Equipamento que emprega o vapor d'água sob pressão que 
produz a temperatura mínima de 121°C. Quanto maior a pressão da autoclave, 
maior a temperatura. Quando o vapor em fluxo livre, a 100°C, é colocado sob 
uma pressão de 1 atmosfera acima da pressão do nível do mar, isto é, cerca 
de 15 libras de pressão por polegada quadrada (psi) a temperatura sobe para 
121°C. Aumentando a pressão para 20 psi, a temperatura sobe para 126°C. 

Este método destrói as formas vegetativas e esporuladas de procariotos e 
fungos, promovendo a esterilização. Os príons são uma exceção por serem 
agentes extremamente resistentes aos métodos de desinfecção e esterilização 





MÉTODOS FÍSICOS E QUÍMICOS DE CONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO 39 


utilizados habitualmente. Na autoclave, o mínimo recomendado é 134ºC 
por uma hora para eliminar a maioria dos príons. O príon 362K do SCRAPIE 
pode ser eliminado por autoclavação por 15 minutos/130ºC. A utilização de 
formaldeído em concentração de 10 minutos reduz o título de príons em 
30 vezes, sendo um adjuvante interessante no tratamento térmico. Segundo 
recomendações da Organização Mundial da Saúde (OMS) e da União Euro- 
péia (EU), os tratamentos que asseguram completa inativação dos príons, 
rotineiramente usados desde 1995 no centro de esterilização de matetiais 
em hospitais incluem: 


e Tratamento físico: calor úmido no tempo de 20 minutos de exposição à 
temperatura de 133ºC, à pressão de 3 bars (1 bar = 14 psi, ver tabela de 
conversão). 

e Tratamento químico: 1 hora na presença de uma solução concentrada de 
hidróxido de sódio. 

* Tratamento químico: 1 hora na presença de uma solução concentrada de 
hipoclorito de sódio a 50%. 


A autoclavação é um método muito usado em laboratórios e hospitais. O 
ar normalmente impede uma esterilização eficaz, impedindo o contato direto 
do agente esterilizante (vapor) com o material, o que torna menos eficiente 





FATORES DE CONVERSÃO DE UNIDADE DE PRESSÃO 


1 atm = 1,033 kgf/cm? 

1 atm = 1,0134 bar 

1 atm = 14,697 psi (Ibf/pol?) 
1 atm = 760 mmHg | 
1 kgf/cm? = 0,9678 atm 

1 kgf/cm” = 0,9807 bar 

1 kgf/cm? = 14,223 psi (Ibf/pol?) 

1 kgf/cm? = 736 mmHg 

1 bar = 0,9867 atm 

1 bar = 1,0196 kgf/cm? 

1 bar = 14,504 psi (Ibf/pol?) 

1 bar = 750 mmHg 

1 psi = 0,0680 atm 

1 psi = 0,0689 bar 

1 psi = 51,719 mmHg 
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Fig. 3.6 Autoclave usada em um laboratório do Instituto de Microbiologia Professor Paulo 
de Góes. O material é seco posteriormente. 


a sua penetração. Por esse motivo as autoclaves possuem mecanismos para 
remover o ar, o que pode ser obtido por gravidade ou por vácuo. Entretanto, 
autoclaves sem sistemas de remoção do vapor também são muito usadas. 
Neste caso, o material pode ser seco posteriormente em outro tipo de equi- 
pamento, como, por exemplo, estufas (Fig. 3.6). 


TIPOS DE AUTOCLAVES 


* Autoclave gravitacional. O ar é removido por gravidade e sai por um ralo na 
parte inferior da câmera à medida que o vapor é injetado. O aquecimento 
é feito de fora para dentro. É um processo lento e permite a permanência 
de ar residual. Após a autoclavação, o material é seco na própria autoclave 
(Fig. 3.7). 

e Autoclave com sistema de vácuo. O ar é previamente removido por vácuo. 
Quando o vapor entra, penetra instantaneamente os artigos na ausência 
de ar residual. O vácuo pode ser feito através de uma bomba de sucção em 
um único pulso (alto vácuo) ou por meio de injeções e retiradas rápidas do 
vapor (alto vácuo com ciclo pulsátil). Este último sistema é o mais eficaz 
porque é difícil obter níveis adequados de vácuo em um único pulso. 


Artigos, líquidos, meios de cultura, vidrarias, curativos e outros materiais 
termorresistentes devem ser esterilizados por este método que é o mais eficaz. 
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Fig. 3.7 Autoclave hospitalar gravitacional fechada (A) e com a porta aberta (B), Hospital 
Universitário Clementino Fraga Filho. 


Em hospitais, os artigos sáo colocados em invólucros especiais para esterili- 
zacáo, como papel grau cirürgico, papel craft com pH 5-8, filme de poliamida 
entre 50 e 100 micra de espessura. O tempo de esterilizacáo depende do tipo 
e da quantidade do material. Por exemplo, para grandes pacotes de roupa, o 
tempo de processamento é de 60 minutos. Não deve ser usado papel alumínio 
por ser resistente ao calor (Fig. 3.8). A Fig. 3.9 ilustra a central de material 
esterilizado do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho. 

A monitoração da eficiência da autoclavacáo pode ser realizada por testes 
semanais com o uso de um indicador biológico (Bacillus stearothermophylus) 
em fitas termossensíveis ou em culturas (ver testes de validacáo, indicadores 
químicos e indicadores biológicos). Podem também ser usadas fitas de papel 
crepe como indicador da eficácia da esterilização para monitorar a tempera- 
tura da autoclave ou fitas de papel de filtro 3M (Fig. 3.10). Devem-se regis- 
trar controles da pressão interna e externa das câmeras, da pressão negativa e 
temperatura a cada ciclo de esterilização, da temperatura interna e os defeitos 
a cada esterilizacáo. 

Pasteurizacáo. Método muito usado na indústria de alimentos que só 
podem ser submetidos ao calor em condicóes controladas para náo desnaturar 
os nutrientes. O nome é uma homenagem a Louis Pasteur, por ter desenvol- 
vido um método que empregava aquecimento leve prevenindo a deterioração 
da cerveja e do vinho sem alterar o sabor dos produtos. Na pasteurização 
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Fig. 3.8 Máquina seladora para preparo do material que será autoclavado. (Cortesia do 
Hospital Universitário Clementino Fraga Filho.) 





Fig. 3.9 Armazenamento de material esterilizado na autoclave (calor úmido) ou óxido de 
etileno do centro cirúrgico do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho. 
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Fig. 3.10 Caixa de ponteiras para 
micropipetas vedada com fita 
termossensível: (A) antes é (B) depois 
da autoclavação, indicando que houve 
esterilização pelo aparecimento das 
marcas negras (C) na fita termossensível 
3M comercial. Após autoclavação, a 
faixa amarelo-clara central fica preta se 
o aparelho estiver com a temperatura 
adequada. 


ocorre uma tedução no número dos microrganismos pela exposição breve 
a uma temperatura relativamente alta. Não esteriliza. Existem basicamente 
três tipos: 


e Ultra-alta temperatura (ultra-high temperature, UHT) > (141°C/2 s) 
e Alta temperatura (high temperature, short time, HTST > (72ºC/15 s) 
e Baixa temperatura (low temperature, LTH) > (63*C/30 min) 


Como exemplos de alimentos pasteurizados podemos citar o leite e a 
cerveja. No leite podem aparecer bactérias patogênicas como a Brucella, 
agente etiológico da brucelose; Coxiella burnetti, que causa uma pneumonia 
atípica; Mycobacterium bovis, agente da tuberculose em bovinos; e Salmonella. 
A indústria de laticínios emprega rotineiramente um teste para determinar 
se o produto foi pasteurizado que é o teste da fosfatase alcalina, uma enzima 
presente no leite que é inativada após a pasteurização. Para o leite é muito 
empregado o método de pasteurizacáo UHT (leite longa vida) que permite 
que o leite seja armazenado sem refrigeração. O método HTST mata os pató- 
genos e diminui as contagens de microrganismos, mas o leite tem de ser 
conservado sob refrigeração. A pasteurização, portanto, aumenta o tempo 
para consumo do produto (tempo de prateleira) e torna-o seguro. A Fig. 3.11 
mostra um pasteurizador da EMBRAPA, agroindústria de alimentos. 
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Água em Ebulição. É o vapor d'água livre (100ºC/20 min). Destrói as 
formas vegetativas e alguns endosporos (dependendo do tempo usado e da 
espécie de bactéria). A maioria dos endosporos e alguns vírus, como o da 
hepatite, podem sobreviver 30 minutos na fervura. Não é um método de 
esterilização, apenas permite o controle do crescimento microbiano. 


MÉTODOS QUE EMPREGAM O CALOR SECO 


Estufa e Fornos. Têm menor poder de penetração do que o calor úmido 
e usam temperaturas e tempos maiores. A característica em comum entre os 
métodos é a ausência de umidade, o que torna o processo menos eficiente 
e demorado. 

Na literatura são citados diferentes tempos e temperaturas necessários para 
esterilização. Alguns autores recomendam 2 horas a 170°C para inativacáo 
do vírus da hepatite C em artigos contaminados com este microrganismo. 
Outros recomendam três tempo-temperatura gerais: 180ºC/30 min, 170*C/60 
min ou 160*C/2 horas. Neste capítulo vamos empregar as indicações de 
uso do Ministério da Saúde, que recomenda o uso de estufas e fornos para 
artigos e materiais que não podem ser autoclavados como óleos, pós, caixas 
de instrumentos cirúrgicos e metais. O Quadro 3.2 resume estas indicações 
de uso contidas no manual “Processamento de artigos e superfícies em esta- 
belecimentos de saúde” (1994). 

Na estufa o material é aquecido por condução e por convecção. O calor 
seco não é corrosivo para objetos metálicos e afiados e não desgasta a super- 
fície dos vidros (Fig. 3.12). 

Os materiais e artigos a serem esterilizados por este método podem ser 
enrolados em papel alumínio ou diretamente em caixa de metal para instru- 
mental. Para monitorar, devem ser realizados testes semanais usando o Bacillus 
subtilis (ver Quadro 3.6) e usadas fitas termossensíveis apropriadas para o 
calor seco. 


QUADRO 3.2 Tempo e temperatura para esterilização de artigos e substâncias segundo 
recomendacóes do Ministério da Saüde 














Materiais Temperatura (CC) Tempo (minutos) 
Aco inoxidável e outros metais* 160 120 

-— — AS MR 
Vaselina líquida e outros óleos (altura de 0,5 cm) 160 120 

Pós (100 gramas) MEM 160 — 120 


*Para metais é necessário validar o processo. 
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Fig. 3.12 Estufa de secagem de material e esterilização. (Cortesia do Instituto de 
Microbiologia Professor Paulo de Góes.) 
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Fig. 3.13 A. Alça e agulha de inoculação microbiológica; B. Alça sendo flambada até ficar 
rubra na chama do bico de Bunsen, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Góes. 


Flambagem. Ocorre combustão completa dos microrganismos em alças 
e agulhas microbiológicas, as quais são aquecidas diretamente na chama do 
bico de Bunsen até ficarem rubras (Fig. 3.13). 

Incineração. É a combustão completa para descontaminação de material 
hospitalar de uso descartável (luvas, material plástico) e lixo contaminado 
em geral, tanto hospitalar como de laboratórios. Animais de experimentação, 
quando do descarte, também devem ser incinerados. 


Baixas Temperaturas 
A baixa temperatura é um método de controle dos microrganismos porque 
causa diminuição na taxa de crescimento e na atividade enzimática. Pode 
não causar a morte celular. Os microrganismos patogênicos são geralmente 
mesófilos (não crescem a 5ºC), embora existam exceções como certas amos- 
tras de Clostridium botulinum que crescem a 5?C. 


MÉTODOS QUE EMPREGAM BAIXA TEMPERATURA. O efeito das baixas 
temperaturas sobre os microrganismos depende do microrganismo e da inten- 
sidade da aplicação. 

Refrigeração. Nos refrigeradores comuns (0-7ºC) a taxa metabólica da 
maioria dos microrganismos é tão reduzida que eles não podem se reproduzir. 
A refrigeração comum tem mais efeito bacteriostático; entretanto, micror- 
ganismos psicrófilos crescem lentamente em baixas temperaturas, alterando 
o sabor dos alimentos após algum tempo, como, por exemplo, as pseudo- 
monas. O método é usado para a preservação de alimentos durante período 
limitado de tempo. 

Congelamento. Usado para preservar alimentos nas residências e na indús- 
tria alimentícia. As temperaturas abaixo do congelamento obtidas rapida- 
mente tendem a tornar os micróbios dormentes, mas não necessariamente 


RADIAÇÃO 


Radiação lonizante 
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os matam. O congelamento lento faz com que cristais de gelo se formem 
e cresçam, rompendo as estruturas celular e molecular das bactérias. Em 
alimentos há a possibilidade de sobrevivência de microrganismos. 


As radiações constituem um método eficaz para reduzir ou eliminar os 
microrganismos. Existem vários tipos de radiações eletromagnéticas como o 
raio X e outras radiações ionizantes, ultravioleta, feixes de elétrons e micro- 
ondas. 


Raio X com comprimento de onda de 0,1-40 nm e radiação gama (y) com 
comprimentos até menores são radiações ionizantes porque possuem energia 
para retirada dos elétrons das moléculas, ionizando-as (formando íons). Um 
“rad” (radiation absorbed dose) é uma unidade antiga de energia de radiação 
absorvida por grama de tecido (100 erg/g). A unidade SI (Sistema Interna- 
cional de Unidades) é o “gray” (1 Gy = 100 rad), um milirrad é um milésimo 
do rad. Muitos procariotos são mortos pela absorção de 0,3-0,4 milirrad de 
radiação e o poliovírus são inativados por 3,8 milirrads. Os seres humanos 
não podem receber mais do que 50 rads. 

A principal molécula ionizada é a água, com a formação de radicais tóxicos 
que levam a perda de elétrons por várias moléculas e formação de radicais 
livres. A ação mais prejudicial é no DNA, mas atinge outras moléculas como 
proteínas. Leva à morte celular. 


H,O > H,O* + e 
HO: + H,O — H,O* + OH» (radical hidroxila) 
e + H,O > OH + He (radical hidrido) 


Existem várias fontes de radiação, incluindo aparelhos de raio X, tubos 
de raios catódicos e nuclídeos radioativos. Estas fontes produzem raio X ou 
raios-y. As principais fontes de radiação y-ionizante comercial são o cobalto 
60 e o césio 137. 

A radiação é rotineiramente usada para processos de esterilização e descon- 
taminação de suprimentos médicos e de produtos alimentícios. Nos Estados 
Unidos, a Food and Drug Administration aprovou o uso de radiação para 
suprimentos médicos, materiais descartáveis de laboratório e em tecidos para 
enxertos. A radiação gama é mais usada para a esterilização de materiais plás- 
ticos, suprimentos médicos, materiais descartáveis e alimentos termolábeis 
(não permanecem resíduos de radiação) como hambúrgueres e frango. A 
radiação ionizante é extremamente perigosa, com alto poder de penetração, 
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exigindo normas técnicas que regulamentam seu uso, o qual requer super- 
visão da Comissão Nacional de Energia Nuclear (CNEM). 

Por ser um método de alto custo, no Brasil prevalece nos hospitais a este- 
rilização por óxido de etileno (ver princípio em Métodos químicos). 


Radiação Ultravioleta 

Esta radiação não-ionizante tem sua atividade microbicida na faixa de 
comprimento de onda 240-280 nm, sendo 260 nm o comprimento mais 
efetivo para eliminar microrganismos. 

Este tipo de radiação é mutagênica e leva à formação de dímeros de timina, 
que impedem a ação da DNA polimerase. Tem ação microbicida mas baixo 
poder de penetração, por isso seu uso é recomendado apenas em superfícies 
(não atravessa sólidos, muito pouco em líquidos). Muito eficaz na inativação 
dos vírus. Perde sua eficiência na presença de matéria orgânica. Em hospi- 
tais sua ação é limitada à destruição dos microrganismos no ar e em superfi- 
cies. Estudos realizados nos Estados Unidos demonstraram que a luz UV nas 
salas cirúrgicas diminuiu as taxas de infecção de 3,8 para 2,9% nas infecções 
pós-operatórias. Luz UV em outros locais como quartos de isolamento não 
é recomendada por provocar eritemas e ceratoconjuntivite em pacientes. 
Muito usada em laboratórios nos fluxos laminares ou superfícies em geral 
(Fig. 3.14), Laboratórios Clínicos e salas de cirurgia. A luz UV é usada para 





Fig. 3.14 Câmera de fluxo laminar com luz ultravioleta para desinfecção de superfície, 
muito usada em Microbiologia. (Cortesia do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de 
Góes.) 








Microondas 


FILTRAÇÃO 
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desinfetar vacinas e outros produtos médicos. A luz solar possui radiação 
ultravioleta, mas em comprimentos de onda mais curtos. A radiação mais 
efetiva para eliminar os procariotos é filtrada pela camada de ozônio. 


É a radiação com os maiores comprimentos de onda do espectro eletro- 
magnético (1 nm a Im). As frequências dos fornos de microondas são sincro- 
nizadas para combinar níveis de energia em moléculas de água. No estado 
líquido as moléculas de água absorvem rapidamente a energia do micro- 
ondas, liberando-a para o alimento na forma de calor. Materiais que não 
contêm água permanecem frios (papel, porcelana, plástico), enquanto os que 
a contêm ficam quentes. A condução de energia em metais produz descargas 
e faíscas, impedindo seu uso em microondas. Os fornos microondas caseiros 
não podem ser usados para esterilizar. Existem fornos para esterilizar meios 
de culturas como o sistema MikroClave**Y, que permite a esterilização rápida 
de meio e soluções microbiológicas. Pode esterilizar 1,2 litro de meio em 6,5 
minutos, 


A filtração pode ser usada para esterilizar gases e líquidos que são sensíveis 
ao calor. Os filtros são compostos por grande variedade de materiais sinté- 
ticos podendo ser filtros de celulose, acetato, amianto, policarbonato, teflon 
ou outro material sintético com poros de 0,2-0,25 um. Impedem a passagem 
de bactérias, menos Mycoplasma sp. Entretanto, existem diferentes tamanhos 
de poros de acordo com o tipo de filtragem que se deseja (Quadro 3.3). A Fig. 
3.15 mostra uma filtração de um meio de cultura termolábil, usando filtros 
metálicos com sistemas de membrana esterilizante SEITZ E MILIPORE. 

O uso da filtração é recomendado para materiais termolábeis em solução 
e na descontaminação do ar, em fluxos laminares e sistemas de ventilação 
nos quais o controle microbiológico é especialmente importante como 
salas de cirurgias e enfermarias de tuberculosos e unidades de queimados. 
Neste caso o ar é passado em filtros HEPA (high efficiency particulate air) que 
removem todos os microrganismos maiores que 0,3 um. Para verificar a 
quantidade de microrganismos em um ambiente é usado o amostrador de 
Andersen (Fig. 3.16). É um aparelho preconizado pela ANVISA, resolução 
de 16 de janeiro de 2003. O aparelho pode ter seis ciclos (recipientes para 
placas de Petri), destinado a verificar grau de contaminação em ares de inte- 
rior. Pela legislação é permitido até 750 UFC/m? em relação aos fungos. Para 
bactérias não existe nenhuma padronização até o momento. O aparelho 
fica ligado com a bomba de vácuo puxando o ar pela parte de cima por 10 
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Fig. 3.15 Meio de cultura esterilizado por filtração. O ar é removido por uma bomba a 
vácuo ligada a um kitasato. 





Fig. 3.16 Amostrador de Andersen: (A) visão geral do aparelho; (B) detalhe dos seis ciclos; 
(C) bomba de vácuo. (Cortesia da empresa Baktron.) 


a —— 
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QUADRO 3.3 Tamanhos de poros de membranas filtrantes em relação aos microrganismos 


que podem atravessá-las 


Tamanho do poro (jum) 








Partículas filtráveis 








Leveduras, procariotos, vírus e moléculas 





Algumas leveduras, procariotos, vírus e moléculas 





Maioria dos procariotos, vírus e moléculas 








Alguns procariotos, vírus e moléculas 
Vírus e moléculas 

Alguns vírus (médios) 

Pequenos vírus e moléculas 


Vírus muito pequenos e moléculas 











minutos. Usa-se também o de um ciclo que tem apenas uma placa de Petri. 
A Fig. 3.17 mostra os resultados obtidos com o aparelho exposto em dite- 
rentes ambientes. 





Fig. 3.17 Placas coletadas em diferentes ambientes com o amostrador de Andersen (com seis ciclos) com muitas 
colónias de bactérias e fungos. O aparelho pode também ser usado com apenas um ciclo. (Cortesia da empresa 


Baktron.) 
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DESSECAÇÃO 
Os métodos que utilizam como princípio a dessecação, removem a água, 
e, como os microrganismos necessitam dela para o seu crescimento, estes 
procedimentos são eficazes para o controle do crescimento microbiano. O 
mais usado é a liofilização. 


Liofilização 
É o congelamento rápido do material sob N, e posterior remoção da água 
por sublimação, sendo convertida diretamente do estado sólido para o gasoso. 
Este método evita que as células fiquem danificadas pela expansão dos cris- 
tais de gelo. Método bacteriostático e menos destrutivo que o congelamento. 
É usado na indústria de alimentos (café, leite) e na preservação de culturas 
bacterianas (Fig. 3.18). 


Defumação 


Consiste na diminuição do teor de água por exposição de alimentos (carnes, 
peixes) durante horas ou dias à fumaça de madeira em combustão. 





Fig. 3.18 A. Liofilizador. Método que emprega 
congelamento rápido e posterior sublimação da água 
(Cortesia do Instituto de Microbiologia professor Paulo 
de Góes). B. Liofilizador para preparo de alimentos 
(Cortesia da EMBRAPA agroindústria de alimentos). 





MÉTODOS FÍSICOS E QUÍMICOS DE CONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO 53 


REMOÇÃO DO OXIGÊNIO 
Previne o crescimento de microrganismos aeróbios. Muito usado na indús- 
tria de alimentos (café, enlatados). No caso do café, usa o empacotamento a 
vácuo. Entretanto, deve-se tomar cuidado com a presença de microrganismos 
anaeróbios capazes de esporular em alimentos enlatados. Neste caso é melhor 
esterilizar pelo calor antes da remoção de O, (115ºC/5 min). 


VIBRAÇÃO ULTRA-SÔNICA 
Consiste em vibrações sonoras de alta frequência que levam a rompimento 
de células, despolimerização de compostos, quebras do DNA. Não esteri- 
liza. 
O Quadro 3.4 enumera os principais métodos físicos e suas aplicações. 


Métodos Químicos 


São substâncias químicas de origem natural ou sintética usadas para eliminar 
ou inibir o crescimento dos microrganismos. Á resposta dos microrganismos 
aos agentes químicos varia em relação a fatores tais como pH, temperatura, 
presença de matéria orgânica, fase de multiplicação e mesmo presença de 
outros agente químicos. A resistência aos agentes pode ser uma propriedade 
intrínseca do microrganismo ou adquirida, sendo que normalmente as Gram- 
negativas são mais resistentes do que as bactérias Gram-positivas. De acordo 
com seu efeito nos microrganismos podem apresentar: 


* Efeito estático (bacteriostático, fungistático ou virustático) — inibição do 
crescimento. Em condições normais os microrganismos voltam a crescer. 

* Efeito microbicida (bactericida, fungicida, viruscida) - morte do micror- 
ganismo. 


Os agentes químicos podem ser usados para descontaminação, desinfecção, 
anti-sepsia ou esterilização. Têm maior efeito nas células vegetativas por terem 
metabolismo ativo. Ocorrem variações na sua ação de acordo com concen- 
tração da substância e tempo de contato, pH, temperatura, tipo de micror- 
ganismo e presença de material orgânico (possível inativação da substância). 
Os agentes podem ser desinfetantes e anti-sépticos. Todos variam em relação 
a toxicidade seletiva, sendo que alguns não possuem toxicidade seletiva e 
outros a possuem em diferentes graus. 

Os antibióticos, agentes químicos para controle dos microrganismos na 
clínica médica, não serão tratados neste capítulo. Neste último grupo todos 
possuem toxicidade seletiva com alvos específicos nos microrganismos, alvos 
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estes que não estão presentes em células humanas e animais ou possuem 
composição química diferentes. 


DESINFETANTES 
Compostos químicos que podem matar ou inibir o crescimento dos micror- 
ganismos, são usados em superfícies e objetos inanimados. Existem métodos 
para avaliar a eficácia destes desinfetantes que são o coeficiente fenólico e 
método da diluição de uso, atualmente é o mais usado. 
Coeficiente Fenólico 


É um processo clássico, cujo objetivo é realizar uma comparação da ativi- 
dade germicida de determinado desinfetante-teste com a atividade do fenol 
em condições padronizadas (Fig. 3.19). 


Diluição do fenol Diluição do desinfetante-teste 


Adição 
e cultura 
viável 










Cultura após 
exposição por 5, 
10, 15 minutos 


Determinação da 
viabilidade por 
plaqueamento e 

comparação dos 
—- resultados ¿4 


Fig. 3.19 Teste da determinação do coeficiente fenólico (CF). As soluções de fenol e 
do desinfetante-teste sáo diluídas e inoculadas com a cultura do microrganismo por 
determinados intervalos de tempo. Após esse procedimento, a viabilidade da cultura é 
avaliada em placas de Petri com meio de cultura sem os desinfetantes. 
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Exemplo do cálculo do CF: 




















desinfetante-teste que mata o 
n 10 min, mas náo em 5 min 


ed 
7A 


Maior diluição do c 
microrganismo € 


DR i zs 







4341 COLERE, 


Exemplo: Diluicáo efetiva do desinfetante-teste — 1:100 
Diluicáo correspondente do fenol — 1:50 
GE = 100/50 = 2 


Conclusão: Desinfetante-teste é duas vezes mais efetivo do que o fenol. 
Bactérias usadas neste teste: Staphylococcus aureus ou Salmo- 
nella typhi. 


Método da Diluição de Uso 


Usado atualmente, determina a concentração apropriada do desinfetante 
e não compara com nenhum outro desinfetante-padrão como o método do 
fenol. Faz uma comparação de diferentes desinfetantes entre si (Fig. 3.20). 


Cilindros de aço inox com a 
bactéria-padrão inoculada Cultura de microrganismo 






c Transferéncia 


dos cilindros 





Cilindros expostos ao desinfetante 


Exposição a diluições do em meio de cultura 


desinfetante por 10 minutos 


Fig. 3.20 Método da diluição de uso. Neste método cilindros de aço inox são 
contaminados com a bactéria-teste e colocados na presença de diluições do desinfetante. 
Após 10 minutos, os cilindros são adicionados em meio de cultura para avaliar sua 
viabilidade. 
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Diluição aceitável — morte dos microrganismos em pelo menos 59 de cada 
60 cilindros testados, em 10 minutos. 
Microrganismos usados neste teste: 


e Staphylococcus aureus ATCC 6538 
e Salmonella choleraesuis ATCC 10708 
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 


ANTI-SÉPTICOS 
Anti-sépticos sáo agentes químicos para uso tópico em tecidos vivos. Náo 
podem ser ingeridos. Existem testes de toxicidade que sáo feitos em culturas 
de células para verificar o nível de toxicidade. 


Índice de Toxicidade (I) 
É uma medida da toxicidade seletiva do anti-séptico. Os testes sáo feitos 
em culturas de células e visam a verificar a toxicidade do agente químico. 


Maior diluicáo que mata células de cultura em 10 min 


Maior diluicáo que mata bactérias em 10 min 





Exemplo: Anti-séptico teste em células de músculo cardíaco (aves): 
maior diluição que mata as células de músculo cardíaco em 10 
minutos > 1:1.000 
Anti-séptico teste em Staphylococcus aureus: maior diluição que 
mata a bactéria em 10 minutos > 1:10.000 


I = 1.000/10.000 = 0,1 

Exemplo: lodo = 0,2 
Ideal — não ultrapassar 1,0: deve ser mais tóxico à bactéria do 
que ao tecido 


AGENTES QUÍMICOS: DESINFETANTES E ANTI-SÉPTICOS 


Agentes Alquilantes 

Promovem a alquilacáo de grupos -COOH, OH, -SH e NH. de enzimas 
e ácidos nucléicos inativando-os. Em virtude da capacidade de romperem 
ácidos nucléicos, podem causar câncer e não devem ser usados em situações 
nas quais possam afetar células humanas. O glutaraldeído, o formaldeído e 
a B-propionolactona são usados em soluções aquosas e o óxido de etileno, 
na forma gasosa (Fig. 3.21). 

GLUTARALDEÍDO. O mecanismo de ação é a alquilação (entra como subs- 
tituto) dos grupos sulfidrila, hidroxila, carbonila e grupo amino, alterando o 
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O O O 
H — C—H H — C — CH, — CH, — CH, — C — H 
Formaldeído Glutaraldeído 
H,C — CH, H,C — CH, 
O 


O — C= O 


Óxido de etileno Betapropiolactona 


Fig. 3.21 Estrutura dos agentes alquilantes: formaldeído; glutaraldeído; óxido de etileno e 
betapropiolactona. 


DNA ea síntese protéica (Fig. 3.21). Pode ser usado para desinfecção ou esteri- 
lização. Tem amplo espectro e ação esporicida, promovendo uma desinfecção 
de alto nível em artigos termossensíveis (2%/30 min) como equipamentos de 
anestesia gasosa e outros (ver Quadro 3.5). Não é indicado para desinfecção 
e descontaminação de superfícies. Seu uso em estabelecimentos de saúde é 
limitado pelos vapores irritantes, pelo odor desagradável e pelo potencial 
cancerígeno. O limite de exposição permitido é 1 ppm/30 min. Exige o uso 
de equipamento de proteção individual de proteção (EPI). Seu uso é indicado 
quando não se pode usar vapor ou óxido de etileno. 

A presença de matéria orgânica diminui sua eficácia, embora continue 
ativo. 

Pode ser usado para esterilização (2%/10 horas, tempo de acordo com o 
fabricante) a frio de artigos críticos termossensíveis como enxertos de acrílico 
etc. (Quadro 3.5). A temperatura não deve ser maior do que 25*C. A solução 
deve ser descartada ao final do dia ou antes de se verificar alteração no seu 
aspecto ou depósitos (Fig. 3.22). 

FORMALDEÍDO (CH,0). Pode ser um agente esterilizante ou desinfetante 
(Fig. 3.21). Têm ação sobre bactérias Gram-positivas e negativas, fungos, 
vírus, micobactérias e endosporos bacterianos. Para fins de esterilização, o 
tempo mínimo é de 18 horas tanto em solução alcoólica a 8% como àquosa 
a 10%. Podem ser esterilizados os artigos descritos no Quadro 3.5. Laparos- 
cópios, artroscópios, ventriloscópios só podem ser processados em solução 
aquosa. Não devem ser processadas por este produto alumínio, lentes e borra- 
chas. A solução não pode ficar em temperaturas superiores a 25ºC. Como 
o glutaraldeído, a solução deve ser descartada ao final do dia ou antes de 
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Fig. 3.22 Descontaminação de material (balde vermelho) e desinfecção (balde azul) de 
artigos hospitalares usando glutaraldeído, Hospital Universitário Clementino Fraga Filho. 


sofrer alterações em seu aspecto ou formar depósitos. Como desinfetante, 
em hospitais, pode ser usado para a desinfecção de capilares do sistema de 
dialisadores (4%/24 horas). A solução e o vapor do formaldeído são extre- 
mamente irritantes para membranas mucosas dos olhos, do nariz e do trato 
respiratório. Os sintomas incluem desde ardor e lágrimas, tosse até cefaléia 
intensa, insônia, fraqueza e taquicardia. Portanto, deve-se sempre usar EPI 
e, quando possível evitado, em virtude de sua alta toxicidade. É considerado 
potencialmente carcinogênico. 

ÓXIDO DE ETILENO (ETO) (C;H4O). Gás incolor, com grande poder de 
penetração e mutagênico, o óxido de etileno é misturado com gases inertes 
liquefeitos como o freon (difluormetano) e o CO, para diminuir o risco de 
inflamabilidade. Os vapores do óxido de etileno são tóxicos para pele, olhos 
e membranas mucosas, além de serem cancerígenos. 

É indicado para artigos termossensíveis exemplificados no Quadro 3.5. A 
esterilização se processa em condições padronizadas de tempo de exposição 
(3-4 horas), temperatura (50-60ºC), umidade relativa (40 a 60%), concentração 
do gás (500 a 600 mg/litro) e embalagem (papel grau cirúrgico combinado 
com filme de plástico de propileno com poliestireno ou polietileno com poli- 
éster). É necessário o uso de EPI. Exige treinamento do pessoal com controle 
de exames bioquímicos de sangue. Existe monitoração biológica para este 
tipo de esterilização. O indicador usado é o Bacillus subtilis var. niger (Quadro 
3.6). A Fig. 3.23 ilustra uma esterilizadora de óxido de etileno. 








Fig. 3.23 Máquina esterilizadora de 
óxido de etileno. (Cortesia do Hospital 
Universtário Clementino Fraga Filho.) 


Fenol 





O fenol (ácido carbólico) e seus derivados fenólicos são agentes desnatu- 
rantes de proteínas (Fig. 3.24). Os derivados possuem alterações na estrutura 
do fenol que aumentam a ação antimicrobiana e diminuem a toxicidade. Por 
exemplo: alquil-fenóis (orto, meta e paracresóis). 

O fenol é mais usado para desinfetar superfícies e culturas que serão descar- 
tadas. Entretanto, dependendo da sua concentração, pode ter diferentes níveis 
de ação: 


* Fenol 0,5-1% — anti-séptico 
* Fenol 5% — desinfetante 


O fenol promove uma desinfecção de nível médio ou intermediário ou 
baixo. Pode ser usado para descontaminação de superfícies hospitalares, artigos 
metálicos e de vidro. Para superfícies recomenda-se a exposição durante 10 
minutos e para artigos, 30 minutos. 

Em hospitais não é recomendado para artigos que entram em contato com 
o trato respiratório, alimentos, berçários e objetos de látex, acrílico e borra- 
chas (são danificados). 





Fenol 


Biguanida 
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Cl Cl Cl Cl 
Hexaclorofeno o-fenilfenol 


Fig. 3.24 Estrutura do fenol e derivados. 


As diluições a serem preparadas seguem as instruções do fabricante. São 
absorvidos por material poroso. Para artigos imersos, antes de se iniciar a 
contagem, deve-se friccionar com esponja, escova etc. Nas superfícies, após 
a contagem do tempo, deve-se passar pano úmido com água. 

No lisol, o derivado usado é o ortofenol. O creosoto possui uma mistura 
de derivados do fenol e é usado para prevenir o apodrecimento de postes 
de madeira, cercas etc., entretanto é irritante para a pele e carcinogênico. A 
adição de halogênios às moléculas de fenol aumenta sua eficácia. O hexaclo- 
rofeno e o diclorofeno são fenóis halogenados que inibem os estafilococos 
e fungos na pele. O hexaclorofeno a 3% tem ação anti-séptica. Foi muito 
usado em sabões, cosméticos, desodorantes e sprays para higiene feminina. 
O uso excessivo de hexaclorofeno pode causar lesões neurológicas. Dor ser 
absorvido através da pele, circula no sangue e atinge o cérebro. Um exemplo 
trágico é o do talco para bebês contendo hexaclorofeno que matou 40 bebês 
na França em 1972. Atualmente, o hexaclorofeno é usado com muita cautela 
em unidades hospitalares porque ainda é eficaz na prevenção da disseminação 
de infecções por estafilococos. 


À clorexidina é um composto clorado, semelhante ao hexaclorofeno, que é 
eficaz contra vários micróbios, mesmo na presença de matéria orgânica (Fig. 
3.25). Muito usada no controle da densidade microbiana em pele e mucosas. 
Combinada com detergente ou álcool, também é usada para a escovação 
cirúrgica das mãos e na preparação pré-operatória de pacientes. Em áreas 
pré-cirúrgicas é usada uma solução com 4% de clorexidina contendo 4% de 
álcool. Possui baixa toxicidade, mas deve-se evitar contato com os olhos para 
impedir lesões. A clorexidina, que possui efeito bactericida e atua lesando a 
membrana citoplasmática, é efetiva contra formas vegetativas de procariotos, 
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Cl NH — C — NH — C — NH — (CH) — NH — C — NH — C — NH Cl 
NH NH 


Clorexidina 


Fig. 3.25 Estrutura da clorexidina. 


fungos, mas náo é esporicida. Os únicos vírus afetados sáo os que possuem 
envelope lipídico. 


Halogénios: Hipoclorito de Sódio, Cloro e lodo 


CLORO E COMPOSTOS CLORADOS. Agentes oxidantes, que oxidam 
grupos -SH e -NH, de enzimas, inibindo-as e inativando ácidos nucléicos, 
sáo eficazes contra vírus, bactérias Gram-positivas e negativas, fungos, mico- 
bactérias, todos os tipos de vírus e endosporos. O ácido hipocloroso (HOCI), 
formado pela adicáo de cloro ou hipoclorito de sódio e outros compostos 
clorados na água, é a forma mais efetiva do cloro, pois tem carga neutra e se 
difunde tão rapidamente quanto a água através da célula. Em razão da carga 
negativa, o íon hipoclorito (OCT) não pode penetrar livremente o microrga- 
nismo. Mais ativos em valores de pH igual ou inferior a 7. 

Usado na desinfecção hospitalar e de água (alimentação, piscinas). Em 
hospital é indicado para desinfecção de nível médio de artigos e superfícies e 
também para a descontaminação de superfícies durante 10 minutos com 1% 
de cloro ativo (10.000 ppm) (Quadro 3.5). Para lactários, cozinhas, depósitos 
de água e oxigenoterapia e artigos não-metálicos, indica-se 60 minutos com 
0,02% de cloro ativo (200 ppm). Apresenta como vantagem a permanência de 
atividade residual. O uso deste produto é limitado pela presença de matéria 
orgânica que inativa o composto; tem também capacidade corrosiva (para 
metais e mármores) e descolorante. Os artigos submetidos até a concentração 
de 0,002% não precisam de enxágüe. As soluções devem ser guardadas em 
lugares fechados, escuros e frescos. 


HIPOCLORITO DE SÓDIO (NaOCI) (ÁGUA SANITÁRIA) 


NaOCI + H,O — NaOH + HOCI 
HOCL => H* OCF 
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CLORO (CL) 


CL + H,O > HOCI + H: + CI 
HOCL <- H+ OCH 


Outros compostos clorados são o hipoclorito de cálcio, usado para desin- 
fetar equipamentos de fábricas de laticínios e utensílios de restaurantes; e o 
hipoclorito de sódio (água sanitária), muito usado como desinfetante domés- 
tico e alvejante, desinfetante em fábricas de processamento de laticínios, 
alimentos e em sistemas de hemodiálise. Excepcionalmente, pode grosseira- 
mente substituir a cloração municipal quando a qualidade da água é duvi- 
dosa. Duas gotas em 1 litro de água ou 4, se a água estiver turva com um 
armazenamento de 30 minutos antes do consumo, resultam em eficiente 
ação desinfetante. As cloraminas (cloro e amônia) são usadas como desin- 
fetantes, anti-sépticos ou agentes de sanitização. Efetivas na presença de 
matéria orgânica, são utilizadas como desinfetantes de louças e utensílios, 
para tratar equipamentos de fábricas de laticínios. A amônia usualmente é 
misturada com o cloro nos sistemas municipais de tratamento de água, para 
formar as cloraminas que controlam o sabor e o odor causados pela reação 
do cloro com compostos nitrogenados na água. Como são menos germicidas 
que o cloro, uma quantidade de cloro deve ser adicionada para assegurar a 
presença do cloro na forma de ácido hipocloroso. 

SOLUÇÃO DE IODO (L). Agente químico usado como desinfetante ou 
anti-séptico, é um forte agente oxidante (complexa e inativa proteínas) e 
pode ser usado na forma de álcool iodado com 0,5-1,0% de iodo livre em 
álcool etílico 77% (v/v), o que corresponde a 70% em peso. Tem ação contra 
células vegetativas, endosporos, vários fungos e alguns vírus. 

Um mecanismo proposto é aquele em que o iodo se combina com o 
aminoácido tirosina, aminoácido encontrado em várias proteínas e enzimas, 
inibindo suas funções (Fig. 3.26). 

O iodo também oxida grupos sulfidrila (-SH) de certos aminoácidos impor- 
tantes para manter a estrutura das proteínas. Está disponível como uma 
tintura em solução de álcool aquoso e como iodóforos nos quais o iodo 
se combina com uma molécula orgânica, da qual o iodo é liberado lenta- 
mente. Os iodóforos não mancham e são menos irritantes do que o iodo. 
Produtos comerciais conhecidos são o Betadine? e o Isodine? que são povi- 
donas-iodo. 

Os artigos que podem ser usados estão descritos no Quadro 3.5. Não é 
recomendado para metais que não resistem à oxidação, como cromo, ferro, 
alumínio, e matérias que mancham, como plásticos. Ao deixar o artigo ou 
superfície em contato com o iodo, removê-lo por fricção com álcool. 
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| | 
(1) + HO CH,— C — NH, —————- HO CH,— C — NH, 
COOH COOH 
Tirosina Diiodotirosina 


Mecanismo do iodo 


Fig. 3.26 Um dos mecanismos propostos para a acáo antimicrobiana do iodo: o iodo se liga à tirosina, formando 
a diiodotirosina. 


Considerado excelente anti-séptico. É um dos mais antigos e efetivos. É 
usado em soluções a 2% em água ou em solução alcoólica para anti-sepsia 
de tecidos e tratamento de feridas. Pode também ser usado como sabonete 


de iodo. 


Quaternários de Amônio (QUATS) 

São desinfetantes surfactantes, detergentes iônicos, derivados da amônia. 
Possuem quatro grupos orgânicos ligados a um átomo de nitrogênio do íon 
amônio, NH,*. Considerados desinfetantes de baixa toxicidade e classificados 
com atividade de baixo nível, são mais efetivos contra bactérias Gram-posi- 
tivas do que Gram-negativas. P. aeruginosa, E. coli e Salmonella typhimurium 
são resistentes à sua ação. Ativos contra alguns fungos e vírus não-lipídicos. 
Não apresentam ação letal para micobactérias e endosporos. Grande variedade 
destes produtos está disponível como agentes desinfetantes. Estes compostos, 
em soluções concentradas, podem causar efeitos tóxicos por todas as vias 
de exposição como inalação, ingestão e dérmica, levando a queimaduras na 
pele e em mucosas ou toxicidade sistêmica, mas exposição em concentrações 
diluídas não provoca irritação. 

Como exemplo, podemos citar o cloreto de benzalcônio e a cetrimida 
(Fig. 3.27). Sua capacidade de limpeza está relacionada a parte positivamente 
carregada, o cátion da molécula. São fortemente bactericidas para bactérias 
Gram-positivas e um pouco menos eficazes contra bactérias Gram-negativas. 
São também fungicidas, viruscidas para vírus envelopados e ativos contra 
amebas. Seu alvo é a interface da membrana citoplasmática com o meio 
polar ao redor. 

Sua eficácia é reduzida na presença de sabões, íons cálcio ou magnésio, 
detergentes aniônicos e substâncias porosas como a gaze. Um problema sério é 
que auxiliam o crescimento de certas bactérias como as Pseudomonas. Promove 
a desinfecção de baixo nível. O tempo de exposição é de 30 minutos. Muito 
usados para superfícies e equipamentos em áreas de alimentação em hospitais 
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e em indústrias. Ao serem aplicados, devem ser friccionados sobre a super- 
fície. Os compostos quaternários de amônio são bons agentes desinfetantes 
e sanitizantes para uso doméstico e em hospitais. São usados contra algas e 
fungos em piscinas, reservatórios de água em indústria, entre outros tipos de 
uso. Como anti-sépticos, a cetrimida e o cloreto de benzalcônio podem ser 


usados para limpeza de ferida, pele e queimaduras. 


Estrutura do surfactante: região polar — grupo polar (catiônico) 


região apolar — hidrocarboneto de cadeia longa 
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Sabões 

Agentes tensoativos ou surfactantes são capazes de reduzir a tensão de 
superfície entre as moléculas de um líquido. São os detergentes e sabões. O 
sabão tem pouco valor como anti-séptico, mas remove mecanicamente os 
micróbios pela estregacáo. Como base moderada com propriedades alcalinas 
ajudam um pouco a destruir os micróbios. O sabão rompe a camada oleosa 
da pele em gotículas pequenas em um processo denominado emulsificação. 
O lauril sulfato de sódio é um agente surfactante muito usado em sabonetes, 
pastas de dentes e xampus. 


Peroxigênios: Peróxido de Hidrogênio, Ácido Peracético e Ozônio 

São agentes químicos oxidantes. 

PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO (H,0,). O peróxido de hidrogênio é usado 
como agente esterilizante na indústria de alimentos para filtros e tubulações 
há muito tempo e, em razão de sua eficácia, passou a ser usado em outras 
áreas, inclusive na prática hospitalar para anti-sepsia de ferimentos. Usado 
como desinfetante líquido e anti-séptico. É um agente antimicrobiano eficaz, 
quando utilizado isoladamente (3-6%) ou em associação com o ácido peracé- 
tico (0,2%). Considerado um desinfetante de alto nível utilizado em artigos 
semicríticos. Possui baixa toxicidade, não é inativado por matéria orgânica. 
incompatível com borracha, tecidos e metais (alumínio, ferro, chumbo, 
titânio, níquel, cromo, prata, zinco e manganês). Recomendado para lentes 
e equipamentos de ventilação respiratória. Destrói os radicais hidroxila livres, 
tendo ação na membrana lipídica, no DNA e em outros componentes celu- 
lares. É ativo contra bactérias, incluindo micobactérias, vírus, fungos e endos- 
poros. Usado também para desinfetar lentes de contato, embora o composto 
tenha de ser retirado porque é irritante para os olhos. Os kits possuem um 
catalisador que destrói o peróxido de hidrogênio. 

É usado como anti- -séptico (3%), mas não pode ser usado para feridas 
abertas, pois é rapidamente degradado em água e oxigênio gasoso pela ação 
da enzima catalase que está presente em células humanas. Entretanto, é útil 
para irrigar feridas profundas nas quais a liberação de oxigênio, devido a sua 
degradação pela catalase, impede o crescimento de microrganismos anaeró- 
bios. O peróxido de benzoíla é outro agente usado para tratar feridas conta- 
minadas com anaeróbios e em produtos antiacne por atuar em bactérias 
anaeróbias que infectam o folículo piloso. 

Gás Plasma ou Plasma Esterilizante de Peróxido de Hidrogênio. Defi- 
nido como o quarto estágio da matéria, o plasma é produzido a altas tempe- 
raturas e em decorrência de um campo eletromagnético. É composto por 
nuvens de elétrons, íons e moléculas neutras. O sistema de esterilização 
utiliza o peróxido de hidrogênio como gás substrato. É um processo rápido 
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que ocorre a baixa temperatura. A energia da radiofrequência (RE) ioniza o 
peróxido, produzindo o plasma que tem radicais reativos como os hidrope- 
róxidos e hidroxilas que interagem com a membrana celular, incapacitando 
a multiplicação microbiana. Quando a energia é desligada, os radicais se 
convertem em moléculas de H,O e O, como produtos finais. Requer apenas 
energia elétrica e usa ampolas de peróxido de hidrogênio para produzir o gás. 
É um método inovador. O plasma destrói os microrganismos, incluindo os 
endosporos. Apresenta alto custo inicial e processa tecidos e líquidos. Usado 
para vários tipos de materiais como alumínio, aço inoxidável, vidro, polisti- 
reno, polipropileno, neopreno etc., recomenda-se o uso para instrumentos 
de metal, endoscópios, câmeras de vídeo, desfibriladores, equipamento de 
terapia por radiação entre outras aplicações. Disponível no mercado há o 
sistema Sterrad da Johnson's Medica, Inc., com três modelos (Fig. 3.28). 





Fig. 3.28 Sistema STERRAD*: (A) modelo 

NX; (B) modelo 1005; (C) modelo 2005. 
Equipamentos para esterilização com plasma 
de peróxido de hidrogênio. (Esquemas retirados 
da URL http://www.sterrad.com/products & ` 
services/sterrad/sterrad 100S/index.asp) 





Alcoois 


Metais Pesados 
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ÁCIDO PERACÉTICO (CH, CO e OOH). Este agente pode ser usado em 
baixas concentrações (0,001-0,2%), possui rápida atividade contra micror- 
ganismos, procariotos, inclusive endosporos, fungos e vírus. Considerado 
desinfetante de níveis intermediário e alto. Decompóe-se em produtos não- 
tóxicos (água, oxigênio e peróxido de hidrogênio). É efetivo na presença 
de matéria orgânica. É corrosivo e abrasivo para cobre, latão, aço, bronze, 
alumínio e materiais galvanizados. O nome comercial do produto é Steris. 
Tem um ciclo rápido de esterilização (30-45 min/50-55ºC). Compatível com 
grande quantidade de materiais e instrumentos. Nenhum efeito tóxico. Usado 
em equipamentos médicos e de processamento de alimentos. Muito pouco 
afetado pela presença de matéria orgânica. 

OZÔNIO (O,). Forma altamente reativa do oxigênio que é gerada passando 
o oxigênio através de descargas elétricas de alta voltagem. É frequentemente 
usado para suplementar o cloro na desinfecção da água. Apresenta a vantagem 
de ser microbicida sem contaminantes. A desvantagem é ser mais caro que 
o cloro, sem atividade residual. 


Promovem a desnaturação de proteínas e desorganização dos lipídeos de 
membrana. São indicados para desinfecção de níveis baixo ou intermediário. 
Os álcoois na concentração 60-90% são excelentes bactericidas, principal- 
mente para as formas vegetativas. Atuam também sobre células de Myco- 
bacterium tuberculosis, alguns fungos e vírus lipofílicos. Sua indicação é para 
desinfecção de artigos e superfícies, e o tempo de exposição recomendado é 
de 10 minutos. Como evapora, não é aconselhado imergir os materiais no 
álcool. É incompatível com acrílicos, borrachas e tubos plásticos, podendo 
danificar o cimento das lentes dos equipamentos ópticos. Extremamente 
inflamável, deve ser guardado em áreas ventiladas. As proteínas desnaturam 
mais facilmente na presença da água, e por isso as soluções são preparadas 
em soluções aquosas. 

O álcool etílico possui maior ação germicida, menores custo e toxicidade 
do que o isopropílico, que, por sua vez, tem maior ação para os vírus hidro- 
fílicos (Fig. 3.29). 


Os metais pesados usados em agentes químicos são o selênio, o mercúrio, 
o cobre e a prata. 

O nitrato de prata (AgNO.) já foi muito usado para prevenir infecções oftál- 
micas por gonococos em bebês na hora do parto, mas depois foi substituído 
por antibióticos. O sulfato de zinco pode ser usado em colírios. Compostos 
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Fig. 3.29 Estrutura química do álcool etílico e do isopropílico. Como anti-séptico, é um 
agente desidratante. Tem maior acáo em células vegetativas do que em endosporos e sua 
eficácia aumentada após diluição a 70% em água. 


mercuriais orgânicos fazem reação com grupos -SH de enzimas, precipitando- 
as, porém não são mais usados por serem considerados muito tóxicos. Seu 
uso é inclusive proibido pela Vigilância Sanitária. São bacteriostáticos. Entre 
os compostos que já foram usados se encontram mercúrio cromo (merbro- 
mina), metafen (nitromensol), merback (acetomeroctol). 

O sulfito de selênio elimina fungos, incluindo esporos. Preparações contendo 
selênio são usadas para tratar micoses de pele. A adição deste composto a 
xampus combate a caspa que tem como um dos componentes um fungo. 


Corantes 

Alguns corantes podem ser usados, como o azul de metileno, que inibe o 
crescimento de algumas bactérias, e o cristal violeta, conhecido como violeta 
de genciana, que bloqueia a síntese de parede celular, impedindo o cresci- 
mento de bactérias Gram-positivas (Fig. 3.30). Podem também ser usados 
para tratar infecções por protozoários como Trichomonas e leveduras como 
a Candida albicans. 

O Quadro 3.5 resume os principais métodos químicos de controle do cres- 
cimento microbiano. 


TESTES DE VALIDAÇÃO, INDICADORES QUÍMICOS E INDICADORES BIOLÓGICOS 
Testes de validação são programas desenvolvidos para assegurar a reprodu- 
tibilidade e confiabilidade do processo, garantindo resultados satisfatórios e 
segurança. A validação verifica a eficiência do equipamento ou o processo, ou 
seja, se o equipamento cumpre as especificações para ele exigidas. Os indica- 
dores químicos apenas ajudam a monitorar o processo com as fitas termos- 
sensíveis (Fig. 3.10). Os indicadores biológicos são bactérias empregadas para 
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N (CH3); 


(CAN C er 


E 
= N (CH), 


Violeta de genciana 


Fig. 3.30 Estrutura química da violeta de genciana. 


verificar a eficiência do processo de esterilização colocadas em locais estraté- 
gicos. Como exemplo temos o STERIKON® BIOINDIKATOR que emprega o 
Bacillus sterothermophilus para verificar a eficácia da autoclavação (Fig. SS 
Depois dos procedimentos, são colocados em meios de cultura e incubados 
(Fig. 3.32). Não existem testes padronizados com indicadores para todos os 
métodos de esterilização. O Quadro 3.6 enumera alguns indicadores usados 
para alguns tipos de esterilização. 





Fig. 3.31 Indicador biológico Sterikon com cultura de Bacillus sterothermophilus para 
monitorar eficácia da autoclavação. 


eee >= Ooo 
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Fig. 3.32 Aparelho para incubar as amostras-padrão recolhidas após o processo de 
autoclavação e colocadas em meio de cultura, Hospital Universitário Clementino Fraga 
Filho. 


SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS USADAS COMO PRESERVATIVOS DE ALIMENTOS 
O uso de preservativos químicos nos alimentos é um método para prevenir 
a decomposição dos alimentos e o crescimento de patógenos. 


Ácidos Orgânicos 
Ácidos acético, cítrico, lático, propiônico, benzóico, sórbico ou seus sais 
são efetivos no controle do crescimento. O ácido propiônico é eficaz contra 
fungos filamentosos e usados em bolos, cafés e vários tipos de queijos. O ácido 
acético é efetivo contra fungos e bactérias. Os benzoatos são muito usados 
como preservativos em sucos de frutas, geléias, molhos, margarinas etc. 


QUADRO 3.6 Indicadores biológicos usados em diferentes métodos de esterilização 





Método de esterilização Indicadores biológicos 








R o e pm metem mm — == — 


Bacillus sterothermophilus 


Bacillus subtilis 


Calor úmido 








d Calor seco 











Radiação gama Bacillus pumilus 


Óxido de etileno Bacillus subtilis 


Filtração Pseudomonas diminuta 








Nitratos e Nitritos 
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A maioria dos procariotos é inibida por acidez. Processos microbianos como 
fermentações sofrem interrupção em pH 4-5. Alguns alimentos enlatados 
usam pH « 4-5 e temperatura de 100*C/10 min. Em pH ácido diminui a resis- 
tência térmica. Os endosporos de Clostridium botulinum, por exemplo, não 
germinam. Picles e sucos também podem ser colocados a 100°C em pH 3. 


Combinam-se com prótons e formam ácido nitroso e óxido nítrico, subs- 
tâncias fortemente oxidantes, desestabilizando proteínas e a membrana. 
Causam a inibição de várias bactérias, inclusive Clostridium botulinum. Desvan- 
tagem: reações com grupos amina e formação de nitrosamina (cancerígeno). 
São usados na “cura” de carnes como bacon e presunto. Preservam o tom 
vermelho da carne. 


Gás Sulfeto, Metabissulfito, SO, 


Causam a redução de pontes dissulfeto. Usados em sucos, vinhos e frutas 
secas. 


Adição de Sal e Açúcar 


O meio hipertônico provoca a redução da quantidade intracelular de água. 
Altas concentrações de açúcares, sais ou outras substâncias criam este meio 
que retira a água dos microrganismos por osmose. A perda da água interfere na 
função celular e, eventualmente, acarreta a morte celular, embora tenha mais 
um efeito bacteriostático. Usado para fabricação de pickles, em que a salmoura 
tem efeito bactericida, exceto se houver contaminação por halófilos. 


e NaCl 14-2596 — para curagem de carnes, peixes. 
e Açúcar 50% - frutas em conserva e geléias. 


QUADRO 3.7 Compostos químicos usados na preservação de alimentos 


Agente 


Mecanismo de ação Uso 


Ácidos orgânicos: acético, lático, pH ácido com inibição do Preservação de cafés, bolos, 
propiônico, benzóico sórbico crescimento microbiano queijos, sucos de frutas, 


e seus sais 


 Nitratos e nitritos 


Gás sulfeto, metabissulfito e SO, Reducáo de pontes dissulfeto em Preservação de sucos, vinhos e 
proteínas frutas secas 





geléias, molhos, margarinas 


————— —— —— — —  —— 


Formam ácido nitroso e óxido nítrico, Preservação de carnes curadas . 
que são substâncias oxidantes como presunto e bacon 
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PARTE II - PRÁTICAS 





PRÁTICA 1 - AÇÃO DO CALOR NAS BACTÉRIAS 
OBJETIVO 


Testar diferentes métodos que empregam o calor no controle do cresci- 
mento de formas vegetativas e nos endosporos. 


MATERIAIS 


e Autoclave 

* Banho-maria 

e Pipetas de 2 mL 

e Bico de Bunsen 

* Tubos de ensaio (5 mL) com meio de cultura (caldo de carne) 
e Bactéria: Escherichia coli e Bacillus subtilis 

e Estufa de incubação 


PROCEDIMENTO 


Esta prática deve ser feita para os dois microrganismos. Cada grupo escolhe 
um tipo de bactéria: 


e Escherichia coli 
e Bacillus subtilis 


Separar quatro tubos com o meio de cultura estéril e inocular cada tubo com 
duas gotas de cultura. Em seguida, os meios inoculados devem ser submetidos às 
diferentes condições listadas a seguir e incubados por 24-48 horas a 37°C. 


e Primeiro tubo 3 Controle 

* Segundo tubo 3 Banho-maria, 100?C, 5 min 
e Terceiro tubo > Banho-maria, 100°C, 20 min 
e Quarto tubo > autoclave 20 min 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


A Escherichia coli foi eliminada após aquecimento em banho-maria a 100°C, 
por 20 minutos e na autoclave. Pode crescer ainda no tempo de 5 minutos. O 
Bacillus subtilis cresceu no tubo aquecido em banho-maria por 5 e 20 minutos, 
sendo eliminado apenas após a autoclavação. Estes resultados estão demons- 
trados na Fig. 3.33. A maior resistência ao calor do Bacillus subtilis se deve à 
capacidade de esporular destes microrganismos. 
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Fig. 3.33 Escherichia coli (A) e Bacillus subtilis (B). A bactéria E. coli cresceu no tubo- 
controle (tubo 1) com 5 minutos de aquecimento (tubo 2), enquanto B. subtilis cresceu nos 
tubos 1, 2 e 3 (20 minutos). Todas as bactérias foram eliminadas pela autoclavação (tubo 4). 


PRÁTICA 2 - AÇÃO DE ANTI-SÉPTICOS 
OBJETIVO 


“Testar diferentes anti-sépticos no controle do crescimento de microrga- 
nismos. 


MATERIAIS 


e Placas de Petri com papel de filtro embebido com Serratia marcensens 

e Placa de Petri com meio de cultura caldo simples 

e Bico de Bunsen 

e Estufa de incubacáo 

* Quatro tipos de anti-sépticos 

e Sugestão: álcool iodado, álcool 70%, água e sabão e água oxigenada 10 
volumes 


PROCEDIMENTO 


Demarcar na placa de Petri com caneta para retroprojetor três regiões 
distintas: 1, 2e 3. 


e Região 1 - pressionar levemente o polegar. 

e Região 2 — pressionar o mesmo polegar no papel de filtro embebido com 
a cultura de Serratia marcescens e, em seguida, pressionar o dedo com a 
cultura nesta região. 

* Região 3 - lavar o polegar com um dos anti-sépticos, deixar secar e pres- 
sionar na região 3. 
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Região 2 


Região 3 





Região 1 


Fig. 3.34 Resultados da prática com álcool iodado (A) e sabão de coco (B) mostrando a maior eficiência do álcool 
iodado em eliminar os microrganismos. O álcool iodado eliminou tanto os microrganismos presentes na flora 
normal como as células de Serratia marcescens, enquanto o sabão de coco eliminou a $. marcescens, mas não foi 
eficaz contra a flora normal. Região 1: flora normal da pele presente no polegar; Região 2: cultura pura de Serratia 
marcescens; Região 3: polegar após lavagem com anti-séptico. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


Na região 1 microrganismos presentes na flora normal do dedo do aluno 
cresceram. Na região 2 o crescimento corresponde à cultura da Serratia marces- 
cens que produz um pigmento vermelho. Pode acontecer de crescerem também 
colônias de flora normal. Na região 3, se o anti-séptico usado for 100% eficaz, 
não crescerá nenhum microrganismo. Se não for eficaz, poderão crescer tanto 
a Serratia marcescens como a flora normal, caso esta esteja presente na região 
2. À Fig. 3.34 mostra alguns possíveis resultados para esta prática. 
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Capítulo 4 


Microscopia de 
microrganismos 


Thais Souto-Padrón 


PARTE I - TEORIA 


INTRODUÇÃO 


Microrganismos constituem um grupo de seres vivos de dimensões redu- 
zidas e bastante variáveis de acordo com o grupo a que pertencem. Os proca- 
riotos (bactérias e arqueas) variam entre 300 nm e 1 um. Os eucariotos (fungos, 
algas e protozoários) constituem o grupo mais heterogêneo, variando de 
10 um a 100 um (célula vegetal). Os vírus, cuja organização estrutural não 
corresponde a uma célula, variam de 27 nm (bacteriófago 9X 174) até 300 
nm (Pox vírus) de diâmetro. 

Levando-se em consideração que um ser humano que enxergue muito bem 
seja capaz de perceber, a olho nu, estruturas com diâmetro de 0,2 mm, chega- 
se à conclusão de que, para a observação dos microrganismos e seus deta- 
lhes, são necessários microscópios. Dependendo do tipo de análise, bactérias, 
protozoários e algas podem ser observados ao microscópio óptico ou de luz. 
Já para as partículas virais, o microscópio eletrônico é o único equipamento 
capaz de desvendar a sua estrutura (Fig. 4.1). 


MICROSCÓPIO ÓPTICO OU DE LUZ 


O microscópio de luz utiliza a luz visível ou a luz ultravioleta para gerar 
a imagem de um objeto que normalmente está colocado sobre uma lâmina 
de vidro. A luz visível é formada pela associação de um conjunto de radia- 
ções eletromagnéticas que possuem comprimento de onda entre 380 e 750 
nm (Fig. 4.2). Como uma dada radiação não pode exibir detalhes estruturais 
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Resolução 
mínima a olho nu 


Resolução mínima do 
microscópio óptico 


Resolução mínima do 
microscópio eletrônico 


= 102 mm 
1m« = 10° um 


= 10º nm 





Fig. 4.1 Poder de resolução. A escala indica diferentes objetos que podem ser resolvidos a 
olho nu e por diferentes tipos de microscópios. 
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e Energia to ELE ME EE 
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leta melho | 


Luz visível 


380 nm 430 nm 500 nm 560 nm 600 nm 650 nm 





Fig. 4.2 Espectro das radiações eletromagnéticas. Dentro do espectro eletromagnético 
existem diversas categorias de radiações com diferentes comprimentos de onda e níveis de 
energia. A luz visível é formada por comprimentos de onda que vão de 380 nm (luz azul) 
até 750 nm (luz vermelha). A luz visível e a ultravioleta são utilizadas em microscopia 
óptica. 


menores do que o seu comprimento de onda, o limite de resolução de um 
microscópio de luz é de aproximadamente 0,5 um, o que permite a obser- 
vação de células e até de organelas como núcleo, cloroplasto e mitocóndria. 
Organelas ou detalhes de estruturas menores do que 0,5 um são impossíveis 
de serem resolvidos ao microscópio de luz, devido à interação da luz branca 
com o objeto, como será descrito mais adiante. 

A grande maioria dos microscópios atuais é capaz de fornecer um aumento 
final de até 1.200 vezes, dependendo da sua configuração (tipo de lentes e de 
condensadores) (Fig. 4.3). No entanto, não é suficiente apenas ampliar uma 
imagem, é necessário também poder resolver (distinguir) pequenos detalhes 
de uma estrutura. A resolução é a capacidade que um sistema óptico tem de 
distinguir objetos separados por pequenas distâncias. Define-se como limite 
de resolução a distância mínima entre dois objetos a partir da qual estes 
podem ser vistos como entidades individualizadas. O limite de resolução de 
um microscópio depende do comprimento de onda da radiação eletromag- 
nética utilizada na iluminação do objeto e da abertura numérica do sistema 
de lentes, que, em termos mais simples, é a capacidade da lente objetiva de 
captar a luz que passa pelo objeto. 

O limite de resolução do microscópio de luz é de aproximadamente 0,2 
um e é conseguido através da seguinte fórmula: 
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Lente ocular "a, 








Lente objetiva 


Espécime 
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ente condens Lente condensadora 8 


Foco da lente condensadora 


| f | Macrométrico 
Micrométrico 
LUZ 


LUZ 


Fig. 4.3 Esquema simplificado de um microscópio óptico de campo claro. As principais partes do equipamento 


sáo indicadas diretamente na figura. 
A 





onde D é o limite de resolução, ou seja, a menor distância entre dois detalhes 
separáveis, À, o comprimento de onda da luz visível cujo valor mais comu- 
mente utilizado é 0,5 um e NA, a abertura numérica (Fig. 4.4). 

A abertura numérica é definida pela fórmula: 
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Lente obigtiva 





Fig. 4.4 Abertura numérica. A luz é focada sob o objeto pela lente condensadora. Após 
atravessar o objeto, a luz é então coletada pela lente objetiva. A abertura numérica é 
determinada pelo ángulo do cone de luz que entra na lente objetiva (a) e pelo índice de 
refração do meio intercalante, que pode ser ar ou óleo. 


onde a corresponde à metade do ângulo de abertura, que é aquele que possui 
seu vértice no ponto em que o eixo óptico do microscópio encontra o objeto 
e é formado pelos raios extremos que ainda podem penetrar a objetiva. O 
maior valor de a é 90º, quando o seno de a é igual a 1. Define-se 1; como o 
índice de refração (razão entre a velocidade da luz em um determinado meio 
e a velocidade da luz no vácuo) do meio intercalante, que é o espaço que a 
luz tem de percorrer depois que deixa o objeto até alcançar a lente objetiva. 
Quando se utiliza uma lente seca, ou seja, o ar é o meio intercalante, n = 1, 
mas, quando são utilizadas lentes de imersão, como, por exemplo, as que 
usam óleo, n = 1,4, pois o índice de refração do óleo é mais elevado do que o 
do ar (Fig. 4.5). Na verdade o índice de refração do óleo de imersão é próximo 
ao do vidro utilizado na confecção das lâminas histológicas que servem de 
suporte aos diversos tipos de objetos a serem analisados. 

Se fizermos um ensaio rápido, utilizando a fórmula do cálculo do limite 
de resolução, para ver a importância da abertura numérica na qualidade da 
imagem poderemos observar que, utilizando uma mesma lente objetiva com 
valor de seno de a igual a 1, vemos que, para uma lente seca cujo índice de 
refração do ar é igual a 1, o limite de resolução será igual a 0,3 um, enquanto 
para a lente de imersão em óleo, cujo índice de refração é 1.515, o limite de 
resolução será de 0,22 um. 
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Fig. 4.5 Lentes de imersão e resolução, Nesta ilustração vemos que a luz que atravessa a 
lâmina de vidro e o objeto a ser analisado sofre um desvio (refração) causado pela diferença 
no índice de refração do ar em relação ao do vidro. Alguns raios se perdem para fora da 
abertura da lente objetiva. Além disso, o ângulo a será menor, diminuindo o poder de 
resolução. Quando se utiliza uma lente de imersão em óleo, dois fenômenos ocorrem: 

(a) a distância focal da objetiva é menor (a lente praticamente encosta no objeto), o 

que aumenta sensivelmente o ángulo a; (b) com o uso do óleo de imersão como meio 
intercalante os raios luminosos não sofrem desvios, aumentando a qualidade da imagem. 


Desta maneira, a observação de microrganismos como fungos, protozoários 
e algas pode ser feita com objetivas secas. No entanto, para observação de 
detalhes da estrutura destes microrganismos ou para a observação de bacté- 
rias é necessário o uso de lentes objetivas de imersão. 

Um outro termo muito utilizado em microscopia é o poder de resolução, 
que nada mais é que uma grandeza inversamente proporcional ao limite de 
resolução. Quanto menor o limite de resolução do seu microscópio maior 
será o seu poder de resolução, e vice-versa. 


Trajetória da Luz no Microscópio Óptico: Vantagens e Desvantagens 


A trajetória da luz em um microscópio óptico não corresponde exatamente 
ao modelo teórico fundamentado nos estudos de ótica geométrica. A luz cria 








MICROSCOPIA DE MICRORGANISMOS 85 


diferentes rotas decorrentes da sua interacáo com diferentes tipos de mate- 
riais que náo pertencem (láminas, o próprio objeto a ser examinado, o tipo 
de meio intercalante) ou que pertencem (lentes, aberturas, anéis de difração, 
espelhos) aos microscópios. As interacóes podem ser definidas como: 


e Transmissão — a luz pode ser transmitida através de um objeto. 

e Reflexão — quando a luz branca incide sobre um objeto alguns ou um único 
comprimento de onda pode não penetrar o objeto sendo refletido deter- 
minando sua cor. 

* Difração — quando a luz é quebrada em diferentes comprimentos de onda 
após atravessar orifícios muito reduzidos denominados aberturas. 

e Absorção — quando o objeto absorve a luz total ou parcialmente. Alguns 
materiais podem absorver um determinado comprimento de onda (exci- 
tação) para, então, emitir luz visível (emissão) com um comprimento de 
onda maior e com menos energia do que a energia de excitação. Neste caso 
estamos diante do fenômeno de fluorescência. 

o Refração — a luz sofre desvios quando passa através de meios com densi- 
dades diferentes ou quando passa através de diferentes formas de lentes 
de vidro (Fig. 4.6). 


As interações da luz com as lentes dos microscópios causam distorções na 
imagem formada do objeto que quase sempre são percebidas pelo observador 
como uma falta de foco ou definição final da imagem. As distorções mais 
clássicas da microscopia óptica são conhecidas pelo nome de aberrações e 
são causadas por diferenças no plano de foco do feixe de luz paralela que 
entra pelas lentes do microscópio (Fig. 4.7). A aberração esférica é causada pelo 
formato das lentes que desviam certos componentes do feixe luminoso provo- 
cando diferentes planos de foco (Fig. 4.7 B). A aberração cromática é derivada 


E s 





Transmissão Reflexão Absorção Fluorescência Refração 


Fig. 4.6 Interação da luz com objetos de composição diferente: (A) a luz pode ser transmitida através de um 
objeto; (B) a luz pode ser refletida por um objeto (neste exemplo, a luz branca é totalmente refletida e o objeto 
aparece em branco); (C) a luz pode ser absorvida pelo objeto, criando a cor negra; (D) a luz pode ser absorvida e 
reemitida em um comprimento de luz maior do que o incidente, gerando a fluorescência; (E) a luz, ao passar por 
determinados tipos de objetos, pode sofrer refração, ou seja, pequenos desvios de rota. Este tipo de interferência é 
utilizado nos microscópios para gerar o aumento das suas lentes. 
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Aberrações Cromáticas Aberrações Esféricas 


Ponto focal 


Lentes não 
cromáticas (não 
há correção) 
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acromáticas 
(aumento de 

correção) 
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acromáticas 
(grande correção) 





B 


Fig. 4.7 Refração da luz nas lentes do microscópio óptico. Devido ao formato e à 
composição das lentes de um microscópio, a luz do feixe luminoso pode sofrer diferentes 
desvios, criando o aumento ou corrigindo as aberrações geradas durante a interação da 

luz com os objetos a serem observados. Em A observamos o comportamento de dois 
comprimentos de onda diferentes quando atravessam uma lente convexa-convexa. O plano 
de foco da luz de maior comprimento de onda (vermelho) é mais distante do que o plano 
de foco da luz de menor comprimento de onda (azul), gerando a aberração cromática. Em 
B vemos o comportamento do feixe luminoso criando a aberração esférica e a utilização de 
lentes especiais para sua correção. A luz que passa pela periferia da lente (raios marginais) 
possui um plano focal mais próximo à lente do que os raios que passam pelo centro da 
lente (raios axiais). Diferentes tipos de lentes são então utilizados para efetuar a correção 
necessária para que os diferentes raios se encontrem no mesmo plano focal. O tipo de 
correção oferecido pelas lentes acromáticas e apocromáticas pode ser facilmente observado. 


dos diferentes planos de foco de cada um dos comprimentos de onda que 
formam a luz branca (Fig. 4.7 A). A curvatura de campo faz com que a imagem 
de um objeto plano seja curva, ou seja, um objeto terá foco apenas na região 
central. É necessário girar o botão do micrométrico para ver as regiões perifé- 
ricas em foco. Este tipo de aberração não impede a observação direta, porém 
impossibilita a aquisição de fotomicrografias. 

Aberrações são corrigidas com o uso de lentes compostas formadas por 
até 10 lentes inseridas no corpo de uma lente objetiva onde são combinados 
formatos e materiais diferentes para que se façam as correções necessárias (Fig. 
4.8). A correção das aberrações reflete no preço final de uma lente objetiva, e 
para isto existem diferentes tipos que podem ser utilizados de acordo com a 
necessidade de cada tipo de trabalho. Os seguintes tipos de lentes objetivas 
podem ser encontrados: 
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Fig. 4.8 Constituicáo das lentes objetivas. As lentes objetivas de um microscópio Óptico 
sáo compostas por nümeros diferentes de pequenas lentes inseridas no seu interior. É 
importante notar também que, além do número de lentes, a sua composição, o formato 
de cada uma delas e o espaço entre cada grupo de lentes variam para gerar desvios do feixe 
luminoso (refração), corrigindo os diferentes tipos de aberrações. 


* Acromática — apresenta a melhor correção da aberração cromática para a 
região central do espectro de luz visível. São satisfatórias para a observação 
direta, pois o nosso olho é mais sensível exatamente ao comprimento de 
onda verde. 

e Semi-acromática — ou de fluorita, pois possui este material na sua compo- 
sicáo. 

* Apocromática — a correção da aberração cromática se dá sobre todo o espectro 
visível. 

* Plan-acromática — correção equivalente à das acromáticas e correção para 
curvatura de campo. 

* Plan-apocromática — correção equivalente à das apocromáticas e correção 
de curvatura de campo. 


As objetivas são identificadas por uma série de códigos impressos no corpo 
de cada uma delas, os quais fornecem todas as informações necessárias para 
que se escolha a melhor objetiva para observação de diferentes amostras 
(Fig. 4.9). 

A observação de amostras biológicas ao microscópio óptico necessita, na 
maioria dos casos, de algum método que aumente o contraste do material, 
que é normalmente muito translúcido. Este contraste pode ser aumentado 
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Fig. 4.9 Especificações encontradas no corpo de uma objetiva do microscópio óptico. 


utilizando-se colorações ou alguns tipos especiais de microscópios ópticos 
com maneiras diferentes de tratar o feixe luminoso gerando contrastes em 
diferentes áreas do material biológico. Os microscópios ópticos com sistemas 
de contraste possibilitam a observação de células vivas, o que normalmente 
não pode ser feito após a coloração, pois os métodos de coloração exigem a 
fixação química das amostras, causando morte celular. 

Serão descritos adiante diferentes tipos de microscópios ópticos e a sua 
aplicação na observação de microrganismos. 


MICROSCÓPIO ÓPTICO COMPOSTO DE CAMPO CLARO 


O microscópio óptico composto de campo claro é o mais utilizado para a 
observação de microrganismos. No entanto, a observação de material bioló- 
gico nesse microscópio exige a utilização de métodos de coloração. É claro 
que a qualidade da imagem, mesmo corada, visualizada ao microscópio de 
campo claro vai depender muito do tipo de lentes que foram adaptadas a este 
aparelho. Para a observação de microrganismos indica-se o uso de lentes de 
10x, 40x, 63x e 100x e lentes oculares de 10x de aumento. De preferência, as 
lentes devem ter NA de valores altos, como, por exemplo, 0,95 para objetivas 
secas e 1,4 para objetivas de imersão em óleo. 

A observação de amostras biológicas ao microscópio de campo claro, 
conforme citado anteriormente, deve ser feita após algum tipo de coloração da 
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Fig. 4.10 Tipos de colorações utilizadas em microscopia óptica. 


amostra utilizando diversos tipos de corantes. Basicamente, existem corantes 
simples e corantes específicos que são utilizados para distinguir diferentes 
tipos de material (lipídeos, carboidratos ou proteínas) ou associação de dife- 
rentes materiais (Fig. 4.10). 

Precedendo a coloração propriamente dita, é necessária a confecção de 
lâminas com os microrganismos a serem analisados. Os microrganismos são, 
na maioria das vezes, colocados sobre as lâminas de maneira concentrada, 
formando um esfregaço. Os cuidados com a preparação do esfregaço serão 
descritos a seguir. 


. Preparo do Esfregaco 


Embora seja um método simples e de rápido preparo, é necessário o conhe- 
cimento de algumas regras básicas para que as amostras tenham boa quali- 
dade, permitindo boa coloração, observação ou mesmo a obtenção de imagens 
ou fotomicrografias. 

Preparo das Lâminas de Vidro. A limpeza das lâminas histológicas é impres- 
cindível para a confecção de um bom esfregaço. Elas devem estar comple- 
tamente livres de gordura, e para isso são normalmente lavadas com água 
e sabão, enxaguadas exaustivamente em água e deixadas em um recipiente 
com etanol a 95%. Antes da utilização, as lâminas devem ser retiradas do 
recipiente com uma pinça e secas com papel-toalha ou pano bem macio que 
não solte fiapos (p. ex., tecido de algodão do tipo fralda). 

Preparo do Esfregaço. Microrganismos podem ser cultivados em meio líquido 
ou sólido, e para isso as amostras que serão utilizadas para fazer o esfregaço 
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devem ser recolhidas de maneira diferente. Se os microrganismos estiverem 
sendo cultivados em meio líquido e apresentarem uma boa taxa de cresci- 
mento, retire do tubo de cultura, com o auxílio de uma alça de platina, 1 a 3 
gotas de meio e coloque sobre uma lâmina previamente limpa. Se a cultura 
não tiver uma grande quantidade de células, podem-se separar em um tubo 
de ensaio alguns mililitros da cultura, centrifugar e re-suspender em menor 
quantidade de meio. Se os microrganismos estiverem em meio sólido, colocar 
previamente 1 a 2 gotas de solução salina estéril sobre a lâmina de vidro 
previamente limpa, recolher com a alça de platina uma pequena porção 
do crescimento de microrganismos e diluir na gota de salina espalhando 
as células com movimentos circulares. A concentração de células não deve 
ser excessiva em nenhum dos casos acima. O esfregaço deve secar comple- 
tamente. Atenção: não assopre sobre o esfregaço ou balance a lâmina ao ar, pois 
outros microrganismos podem contaminar a sua amostra. 

Fixação pelo Calor. Para fixar perfeitamente as células sobre a lâmina de 
vidro é necessário aquecê-la, fazendo, então, a fixação do esfregaço pelo calor 
e evitando que os microrganismos sejam perdidos durante as colorações e 
sucessivas lavagens. A fixação pelo calor pode ser feita passando-se a lâmina 
de vidro contendo o esfregaço seco ao ar 3 vezes sobre a chama do bico de 
Bunsen (Fig. 4.11). 


Coloração Simples 


Pode ser positiva ou negativa. 


COLORAÇÃO SIMPLES POSITIVA 

Este tipo de coloração utiliza apenas um único corante para constatação da 
presença de microrganismos em alguma amostra ou substrato (Fig. 4.12). É 
baseada na utilização de corantes carregados positivamente que se ligam às 
cargas negativas da superfície de células e de material nucléico. 

Veja no Quadro 4.1 os principais corantes simples utilizados. 

Para protozoários utiliza-se muito a coloração de Giemsa. O corante é 
comprado concentrado e deve ser diluído em água para uma concentração 


QUADRO 4.1 Corantes utilizados em coloração simples positiva 





Tipo de corante básico Incubação 


Azul de metileno 1-2 minutos 


Cristal violeta 20-60 segundos 


Carbolfucsina 15-30 segundos 
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Fig. 4.11 A a F. Preparo do esfregaco para coloracáo em microbiologia. 


de 20%. É aplicado como descrito na Fig. 4.12. Este tipo de coloração permite 
apenas a visualizacáo da forma do protozoário, o que em alguns tipos de 
estudo já é suficiente para determinar a forma evolutiva que se está obser- 
vando ou mesmo separar diferentes géneros (Fig. 4.13). 


COLORACAO SIMPLES NEGATIVA 
Neste caso o corante é acídico e repelido pela carga negativa da super- 
fície de células. A lámina de vidro sobre a qual está o material ficará corada 
enquanto o microrganismo aparecerá mais claro, dando a idéia de um nega- 
tivo fotográfico (Fig. 4.14). Este tipo de coloracáo tem sido muito utilizado 
para a demonstracáo de cápsulas mucuóides que envolvem algumas espé- 
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Fig. 4.12 A a C. Coloração simples positiva. 


cies de bactérias. Neste tipo de coloração podem ser utilizadas tanto a tinta 
nanquim quanto a nigrosina. Estes corantes não penetram no microrganismo, 
e a coloração deve ser feita misturando-se o microrganismo diretamente ao 
corante sem aquecimento, o que poderia danificar o material capsular que é 
extremamente hidratado. É interessante notar que a aplicação desta técnica 
a qualquer tipo fornece a melhor qualidade de preservação estrutural, uma 
vez que o material não é seco ao ar nem fixado à lâmina pelo calor o que 
causa comprovadamente, alterações conformacionais. No caso da detecção 
de cápsulas, a coloração negativa é importante, pois evita a solubilização do 
material capsular, solúvel em água, durante os processamentos rotineiros 
de coloração com outros corantes. A presença de cápsula em bactérias está 
normalmente associada à virulência, pois a protege tontra adesão, fagocitose 
e destruição por células do sistema imune como macrófagos. 





Fig. 4.13 Coloração simples positiva, A. Esfregaço da forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi corada pelo 
corante de Giemsa. A coloração mostra estruturas do parasito como o cinetoplasto (C), o núcleo (N) e o flagelo (F) 
que sáo estruturas cuja forma e localizacáo servem para a diferenciacáo entre as diferentes formas evolutivas do 
parasito. B. Esfregaco de sangue humano corado pelo corante de Giemsa para identificação de trofozoítos jovens 
de Plasmodium falciparum no interior de hemácias (setas). 
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Fig. 4.14 Coloração negativa do fungo Cryptococcus neoformans utilizando a tinta nanquim. 
Notar que o fundo da lâmina se apresenta mais escuro do que o microrganismo. (Foto de 
Leonardo Nimrichter.) 


A tinta nanquim deve ser utilizada na concentração em que é comprada, 
enquanto a nigrosina deve ser preparada segundo o protocolo a seguir. O 
material poderá ser analisado entre lâmina e lamínula ou seco ao ar (Fig. 
4.15). 


Preparo da solução de nigrosina 
* Dissolver 10 g de nigrosina em 100 mL de água destilada 
èe Ferver durante 10 minutos 
» Deixar esfriar 
* Adicionar 0,5 mL de formaldeído a 37% (formalina) 





Analisar utilizando a objetiva de imersão. 


Coloração Diferencial 


Neste tipo de coloração são empregados dois corantes contrastantes que 
vão gerar colorações diferentes em grupos distintos de bactérias. As colora- 
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Fig. 4.15 Coloração negativa para bactérias. A. Coloque uma gota de nigrosina ou tinta nanquin em uma das 
extremidades da lâmina. B. Recolha do meio de cultura um inóculo com a alça de platina e misture à gota de 
corante. C. Coloque uma outra lâmina sobre a mistura das células e corante e deixe que o material se espalhe na 
extremidade da lâmina inclinada. D. Deslize a lâmina inclinada sobre a outra lâmina espalhando as células e o 
corante de maneira uniforme. 


ções diferenciais são utilizadas para: (a) separar diferentes grupos de bactérias; 
e (b) visualização de estruturas particulares de alguns grupos de bactérias. 
No primeiro caso, as duas colorações diferenciais mais utilizadas para clas- 
sificação de bactérias são o método de Gram e a coloração de resistência ao 
álcool-ácido (Ziehl-Neelsen). No segundo caso, podemos citar a coloração de 
endósporos, também conhecida como técnica de Schaeffer-Fulton, a colo- 
ração para flagelos, cápsulas e material nuclear. Neste tipo de coloração os 
corantes se ligam somente a determinadas porções de uma célula facilitando 
sua identificação. 


COLORAÇÃO DE GRAM 


Foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista Hans Christian Gram e é a 
coloração diferencial mais utilizada em bacteriologia. Esta coloração separa 
as bactérias em dois grandes grupos: as Gram-positivas (Gram*) e as Gram- 
negativas (Gram). Este método de coloração é o método de escolha para a 
identificação de bactérias, porém deve ser utilizado em bactérias em fase de 
crescimento. A observação de material corado pela técnica de Gram não só 
é importante para acompanhar o isolamento de amostras, como também 
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Fig. 4.16 Coloração de Gram. A. Bacillus subtilis - Gram'- forma de bastão. B. Escherichia 
coli - Gram” — forma de bastonete. 


para determinar o tipo de antibiótico que deve ser utilizado em diferentes 
infecções (Fig. 4.16). 

Neste tipo de coloração são utilizados 4 reagentes diferentes, como será 
descrito a seguir (Figs. 4.17 e 4.18). O preparo das amostras é rápido e se inicia 
com a coloração de um esfregaço de células fixados a uma lâmina histológica 
pelo calor, com o corante cristal violeta que cora as células com cor púrpura. 
Este corante se impregna em todas as células e esta primeira coloração é 
denominada coloração primária. Logo após, as células são recobertas por uma 
solução de iodo que age como um mordente que é qualquer substância que 
forma um complexo insolúvel quando se liga ao corante primário. 

A seguir, as lâminas contendo o esfregaço de células são lavadas com etanol 
95% (agente descolorante), que descora seletivamente alguns tipos de células. 
O álcool é então removido por lavagem em água e as células são coradas por 
um segundo corante, a safranina, um contracorante, sendo sua coloração bem 
diferente daquela dada pelo cristal violeta. As bactérias denominadas Gram* 
adquirem cor púrpura (roxo), enquanto as Gram” apresentam coloração cor- 
de-rosa (Fig. 4.16). 

O princípio da técnica está baseado na diferença de composição da parede 
de diferentes bactérias e na capacidade destas paredes em reterem os corantes 
utilizados. Sabemos hoje que as bactérias Gram* possuem uma parede celular 
mais espessa e diferente da parede das bactérias Gram”. A princípio, os dois 
tipos de células se coram pelo cristal violeta associado ao iodo. O complexo 
formado pelo cristal violeta e pelo iodo se liga a componentes presentes na 
parede das bactérias Gram*, que possuem na sua composição magnésio e 
ácidos ribonucléicos. Esta ligação forma um complexo (Mg-RNA-CV-T) de 
difícil remoção. Durante a utilização do álcool é que a diferença na compo- 
sição da parede celular das bactérias será de extrema importância para definir 
os dois grupos de bactérias. O álcool terá duas funções: dissolver lipídeos e 
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Fig. 4.17 Preparo das substâncias utilizadas na coloração de Gram. 
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Fig. 4.18 Sequência de procedimentos utilizados na coloração de Gram. A. Core o esfregaco com cristal violeta 
por 1 minuto. B. Remova o corante com água destilada. C. Coloque a solução de lugol sobre o esfregaço durante 
1 minuto. D. Remova a solução de lugol com água destilada. E. Lave o esfregaço com etanol 95% até que o etanol 


que escorre da lâmina fique transparente. F. Remova o etanol com água destilada. G. Adicione a safranina durante 
45 segundos. H. Remova a safranina com água destilada. I. Seque com papel-filtro. 





desidratar as células. O corante associado à parede das bactérias Gram* e que 
possui alto peso molecular não consegue se difundir de volta para o meio 
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externo durante a lavagem com o álcool — a célula permanece corada na cor 
roxa. No caso das Gram, sabemos que a camada de parede é extremamente 
mais delgada e que sobre a parede encontramos uma outra membrana, a 
externa, de natureza lipídica. Ao utilizar o álcool, a membrana externa das 
bactérias Gram: é solubilizada e, como a camada de parede celular é mais 
fina, não possuindo a mesma composição da parede das bactérias Gram*, o 
complexo cristal violeta-iodo é capaz de se difundir, deixando a célula desco- 
rada. Quando se aplica o contracorante safranina, as células Gram adquirem 
a cor rosada do novo corante. As soluções adiante são utilizadas na coloração 
de Gram. 


COLORAÇÃO DE RESISTÊNCIA AO ÁLCOOL-ÁCIDO (MÉTODO DE ZIEHL-NEELSEN) 

Esta é a coloração de escolha para a identificação de bactérias do gênero 
Mycobacterium, como, por exemplo, as espécies Mycobacterium tuberculosis e 
Mycobacterium leprae, bem como para identificar cepas patogênicas de bacté- 
rias do gênero Nocardia. A parede de micobactérias possui uma espessa camada 
de lipídeos (ácido micólico) que evita a penetração de diversos corantes. Por 
outro lado, quando o corante penetra alcançando o citoplasma da célula, ele 
não pode ser removido com facilidade mesmo com o uso de agentes descolo- 
rantes (mistura álcool-ácido). A célula que permanece corada após a mistura 
álcool-ácido ter sido aplicada é denominada álcool-ácido resistente, enquanto 
aquelas que se descoram por não possuírem a mesma composição de parede 
celular são denominadas álcool-ácido sensíveis (Figs. 4.19 e 4.20). 

Uma vez que as espécies M. tuberculosis e M. leprae são patogênicas para 
humanos, esta coloração é de alto valor diagnóstico. 





Fig. 4.19 Mycobacterium tuberculosis corado em vermelho pelo método de Ziehl-Neelsen. 
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Fig. 4.20 Seqüéncia de procedimentos utilizados na coloração de Ziehl-Neelsen. A. Aplique carbolfucsina e aqueça 
por 5 minutos. Náo deixe o corante ferver. B. O corante também pode ser colocado a temperatura ambiente; neste 
caso, deixe-o em contato com o esfregaco por 10 minutos. C. Resfrie e remova o corante com água destilada, D. 

Vá adicionando a solucáo de álcool-ácido gota a gota. A princípio ela removerá o corante. Pare de adicionar esta 
solucáo quando o líquido que escorre da lámina se tornar transparente. E. Remova a solucáo de álcool-ácido com 
água destilada. F. Contracore com azul de metileno por 2 minutos a temperatura ambiente. G. Remova o azul de 
metileno com água destilada, H. Seque com papel-filtro. 


Algumas modificações e cuidados devem ser observados durante a confecção 
de láminas com micobactérias (Fig. 4.20). 

No caso do esfregaco, notar que as micobactérias sáo difíceis de serem 
espalhadas na gota de água sobre a lâmina. Isto se deve à característica hidro- 
fóbica de sua parede. O esfregaço deve ser seco ao ar por 15 a 30 minutos e 
fixado pelo calor passando-se a lámina sobre a chama de 3 a 5 vezes por 3 a 
4 segundos por vez. 
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O esfregaço deverá ser recoberto com o corante (carbolfucsina) e colo- 
cado sobre uma placa aquecedora morna ou sobre um recipiente com água 
quente. Atenção: não deixe o corante evaporar. Vá colocando mais corante se 
necessário. A alta temperatura facilita a penetração do corante pela parede 
da bactéria. 

Após lavar a lâmina com água resfrie rapidamente na geladeira ou passe 
jatos de água gelada. O resfriamento deixa a camada de lipídeos das bacté- 
rias álcool-ácido resistentes mais consistente, evitando que o corante saia 
do citoplasma. 

A lâmina é tratada com álcool-ácido que age como um agente descolorante, 
descorando um grupo de células. As células descoradas são então coradas em 
azul pelo azul de metileno. Duas populações de cores diferentes surgem após 
este tipo de coloração: células vermelhas (álcool-ácido resistentes, como as 
bactérias do gênero Mycobacterium) e células azuis (álcool-ácido sensíveis) 
(Fig. 4.19). 

Da mesma maneira como acontece na coloração de Gram, a composição 
da superfície das células é o fator preponderante na obtenção da coloração. O 
corante após a lavagem com o agente descolorante apenas continua impreg- 
nado em células em cuja composição da parede podem ser encontrados tipos 
especiais de lipídeos. 

As soluções utilizadas na coloração de Ziehl-Neelsen podem ser observadas 
na Fig. 4.21. 


COLORAÇÃO DE ENDÓSPOROS (TÉCNICA DE SCHAEFFER-FULTON) 

Bactérias anaeróbicas dos gêneros Clostridium e Desulfotomaculum e aeró- 
bicas do gênero Bacillus são exemplos de microrganismos que desenvolvem 
formas de resistência denominadas endósporo que se formam no interior da 
célula vegetativa, sendo liberados com seu rompimento. Uma das caracte- 
rísticas mais importantes do endósporo é a resistência a altas temperaturas 
(resiste à água fervente por duas horas), congelamento, radiação, dessecação 
e agentes químicos. Tal resistência se deve à presença de peptideoglicanos 
no seu envelope externo, que é multilaminar e de dipicolinato de cálcio no 
seu interior. Endósporos não se coram facilmente, e os métodos de colo- 
ração normalmente utilizam o calor como forma de facilitar a penetração do 
corante. Uma vez corado, o endósporo retém o corante enquanto a lavagem 
remove a coloração das células vegetativas. A identificação de endósporos é 
muito importante para a indústria alimentícia, na qual normalmente o calor 
é utilizado como forma de esterilização (Fig. 4.22). 

Alguns cuidados devem ser tomados para a confecção de lâminas para esta 
coloração (Fig. 4.23): o esfregaço deverá ser feito de maneira usual primeira- 
mente seco ao ar e posteriormente fixado pelo calor. 
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Fig. 4.21 Preparo das substâncias utilizadas na coloração de Ziehl-Neelsen. 
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Fig. 4.22 Bacillus megaterium — coloração de Schaeffer-Fulton para evidenciação de 
endósporos. 


A lâmina contendo o esfregaço deverá ser recoberta com o corante verde 
malaquita e colocada sobre uma placa aquecedora morna ou sobre um reci- 
piente com água fervente. Atenção: não deixe o corante evaporar ou ferver. Vá 





Fig. 4.23 Sequência de procedimentos utilizados na coloração de Schaeffer-Fulton. A. Aplique a solução de 
verde malaquita e aqueça por 5 minutos. Não deixe o corante ferver. B. O corante também pode ser colocado 

a temperatura ambiente; neste caso deixe-o em contato com o esfregaco por 10 minutos. C. Resfrie e remova o 
corante com água destilada. D. Contracore com safranina por 30 segundos a temperatura ambiente. E. Remova a 
safranina com água destilada. F. Seque com papel-filtro. 
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Fig. 4.24 Preparo das substâncias utilizadas na coloração de Schaeffer-Fulton. 


adicionando mais corante se necessário. A alta temperatura facilita a pene- 
tração do corante através da parede do endósporo. 

Após a coloração com o verde malaquita, tanto o endósporo quanto a 
célula vegetativa apresentarão cor verde. A água servirá como agente desco- 
lorante. 

A safranina colorará somente a célula vegetativa de vermelho. 

As soluções utilizadas na coloração de Schaeffer-Fulton podem ser obser- 
vadas na Fig. 4.24. 


COLORAÇÃO PARA CÁPSULAS 
Para corar a cápsula das bactérias, é necessário usar de um corante, o cristal 
violeta, e de um agente descolorante que também age como contracorante, 
o sulfato de cobre. Por possuir uma grande quantidade de polissacarídeos a 
cápsula apresenta solubilidade em água um pouco elevada, exigindo alguns 
cuidados durante a fixação e coloração deste material. 
As principais recomendações estão na Fig. 4.25. 





Fig. 4.25 Seqúéncia de procedimentos utilizados na coloração de cápsulas. A. Coloque a solução de cristal violeta 
sobre o esfregaco durante 5 a 7 minutos. B. Lave a preparação com a solução de sulfato de cobre. C. Seque com o 
papel-filtro. 
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Fig. 4.26 Preparo das substâncias utilizadas na coloração de cápsulas. 


O esfregaço deve apenas ser seco ao ar, pois a fixação pelo calor causa enco- 
lhimento da cápsula, dificultando sua observação. 

Após a coloração com o cristal violeta, tanto a célula quanto a cápsula 
apresentam a mesma coloração. 

Após a coloração em cristal violeta, não lavar em água destilada. 

O sulfato de cobre é utilizado como agente descolorante e contracorante. 
Durante a lavagem o excesso do corante é removido juntamente com o 
corante que se encontra adsorvido à cápsula. Ao mesmo tempo, o sulfato de 
cobre se liga à cápsula, gerando uma coloração diferencial. A cápsula apare- 
cerá na cor azul clara, enquanto o restante das células e o meio a sua volta 
apresentarão cor púrpura dada pelo cristal violeta. 

As soluções utilizadas na coloração para cápsulas estão discriminadas na 
Fig. 4.26. 


MÉTODO DE LEIFSON PARA COLORAÇÃO DE FLAGELOS 

A coloração de flagelos se baseia na deposição do corante na estrutura do 
flagelo. Isto é conseguido com o auxílio de um mordente que nesta técnica 
é o ácido tânico. 

Para que a coloração surta o efeito desejado é necessário que o esfregaço 
não seja fixado pelo calor. 

O corpo da célula e o flagelo aparecerão corados igualmente apresen- 
tando cor vermelho-escuro ou azul muito escuro (quase negro). A deposição 
continuada do corante sobre a estrutura flagelar com o auxílio do mordente 
aumenta o seu diâmetro, tornando-o visível ao microscópio óptico. 


As soluções utilizadas na coloração de Leifson estão ilustradas na Fig. 
4.27. 


MICROSCOPIAS DE CONTRASTE 


Existem diferentes tipos de microscopia óptica que utilizam os fenómenos 
de reflexáo e de difracáo da luz para gerar imagens visíveis. As técnicas de 
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Fig. 4.27 Preparo das substâncias utilizadas na coloração de flagelos. 


contraste mais utilizadas em microbiologia são a de campo escuro, a de 
contraste de fase e a de contraste interferencial diferencial de Nomarsky. 
As técnicas de contraste sáo particularmente importantes para o estudo de 
células vivas. Para estes tipos de microscopias são necessárias alterações nos 
microscópios de luz convencionais, como lentes objetivas especiais, conden- 
sadores e prismas. 


Microscopia de Campo Escuro 


Neste tipo de microscopia a luz incidente direta é impedida de passar 
através do espécime. Isto se faz com o uso de um anel especial denominado 
anel de campo escuro que é colocado sob o condensador (Fig. 4.28). A luz que 
passa por fora do anel é focada no objeto em um ângulo bastante oblíquo, e 
somente a luz que é refletida pelo objeto é capaz de alcançar a lente objetiva. 
A luz não refletida sai juntamente com o cone de iluminação e não alcança 
a objetiva. Temos assim uma imagem em que o fundo é negro e os detalhes 
aparecem brilhantes (Fig. 4.29). 

A microscopia de campo escuro é apenas indicada para a observação da 
movimentação de microrganismos ou de objetos muito pequenos, uma vez 
que o próprio brilho gerado pelo sistema não permite a observação de deta- 
lhes da estrutura. 
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Fig. 4.28 Diagrama do microscópio de campo escuro. O anel de campo escuro impede a 
passagem da luz direta através do objeto, criando raios oblíquos que sáo concentrados pela 
lente condensadora sob o material a ser observado. Somente os raios refletidos alcancam a 
lente objetiva. 


gehe 


nd ^ : Jan 
CIT. 
AN 
zé 


x 
P 


d 


E 


A 
= 
tas 
E 

& 


B 
j 
^ 

uel 
$ 


Lu 
* 


rd 





PI 





F Lë ` Ee wi 
o a a m ` Bor l 50 E. 
le 6n UE 


E 


Fig. 4.29 Comparação da imagem obtida de Paramecium aurelia em campo claro (A) e campo escuro (B). A 


utilização do campo escuro facilita a observação de detalhes da estrutura do microrganismo. (Foto de Inácio 
Domingos da Silva Neto.) 
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Microscopia de Contraste de Fase 


A microscopia de contraste de fase foi desenvolvida a partir da observação 
de que o material biológico era capaz de alterar a luz incidente sobre ele 
provocando difração. A luz difratada pelo material biológico pode apresentar 
uma leve alteração do seu comprimento de onda que gera um retardo de fase 
de aproximadamente um quarto de comprimento de onda em comparação 
com a luz que passa através do meio à volta do material biológico e que não 
sofre desvio (Fig. 4.30). Este pequeno desvio, no entanto, não pode ser perce- 
bido pelos nossos olhos ou mesmo por câmeras fotográficas e filmadoras. A 
imagem é pálida e sem contraste. 

Com base na observação de que alguns materiais que retardam a onda de 
luz incidente em meio comprimento de onda podem ser facilmente obser- 
vados ao microscópio óptico, pois apresentam um excelente contraste em 
relação meio que os envolve, o físico holandês Frits Zernike desenvolveu 
um método no qual a luz da fonte de iluminação do microscópio que não é 
difratada poderia ser acelerada ou atrasada em um quarto de comprimento 
de onda, gerando, desta maneira, uma diferença de meio comprimento de 
onda em relação à luz naturalmente refratada pelo material biológico. Com 
uma diferença de meio comprimento de onda o material biológico passa a 
ser observável mesmo sem coloração (Fig. 4.31). 

Para se acelerar a fase da luz direta são utilizados discos de fase feitos de 
materiais especiais. Para se fazer o contraste é necessária a presença de dois 
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Fig. 4.30 A interação da luz direta com o material biológico gera um retardo de fase de um 
quarto de comprimento de onda. A soma das duas ondas, no entanto, não é capaz de gerar 
um contraste visível. 


108 MICROSCOPIA DE MICRORGANISMOS 





Fig. 4.31 Observação de microrganismos (Saccharomyces cerevisae) em microscópio de campo claro (A) e em um 
microscópio dotado de um sistema de contraste de fase (B). 


discos de fase. O primeiro é colocado no plano focal anterior do condensador 
e é denominado anulus. A luz que passa por este anel chega ao objeto, com 
ele interage e a luz que não sofre difração chega ao plano focal posterior da 
objetiva na forma de um anel de luz. A luz que interage com a amostra e é 
difratada se espalha pelo plano da objetiva e não passa pelo anel. O anel de 
luz não difratada é então direcionado para o segundo anel, denominado anel 
de fase, que é formado por regiões mais finas e mais espessas e se encontra 
no plano focal posterior da objetiva. (Figs. 4.32 e 4.33). 
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Fig. 4.32 Caminho óptico da luz em um microscópio de contraste de fase. Os dois anéis 
colocados no caminho da luz separam e modificam a luz direta e a difratada, provocando 
um aumento de contraste na imagem final. 
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Fig. 4.33 Alinhamento dos anéis de fase no microscópio de contraste de fase. Através de 
dois pequenos parafusos no condensador ajusta-se o anel brilhante em relação ao anel 
escuro que fica inserido na objetiva. A imagem mostrará o melhor contraste quando os 
anéis estiverem coincidentes. 


As lentes objetivas utilizadas para o contraste de fase possuem gravadas em 
seu corpo as iniciais Ph (phase) e um número ao seu lado que pode ser 1, 2 
ou 3. Para cada objetiva de fase é necessário girar o anel que fica no conden- 
sador do microscópio para o número correspondente ao indicado na lente 
objetiva (Fig. 4.32). 

A grande vantagem da utilização do contraste de fase em relação à micros- 
copia de campo claro é a facilidade na observação de material vivo ou mesmo 
fixado sem nenhuma coloração. No entanto, a formação de um halo branco 
à volta da amostra pode dificultar a observação de detalhes da superfície das 
células. 


Contraste Interferencial Diferencial 


O contraste interferencial diferencial (DIC) une os conhecimentos sobre 
o poder de difração da luz pelo material biológico com os da polarização 
da luz. Juntos, fornecem um ótimo resultado que reverte em uma imagem 
aparentemente tridimensional e com excelente contraste. 

Para obter uma imagem em DIC é preciso, primeiro, organizar o feixe lumi- 
noso que incide sobre a amostra. A fonte luminosa do microscópio emite luz 
com vários comprimentos de onda, em várias direções e diferentes planos 
de vibração. Para se formar a imagem em DIC utiliza-se apenas um plano de 
vibração da luz que é selecionado no microscópio com o uso de uma peça 
denominada polarizador que é colocada antes do condensador (Fig. 4.34). 

Ao sair do polarizador a luz encontra um prisma, também no conden- 
sador do microscópio, que funciona como um material birrefringente, ou 
seja, separa a luz polarizada em dois feixes perpendiculares entre si (planos) 
e que viajam em direções ligeiramente diferentes (Fig. 4.35). São estes feixes 
de luz, trafegando com uma pequena defasagem entre si que vão encontrar 
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Fig. 4.34 A luz polarizada é aquela na qual a vibração das ondas ocorre em um único 
plano. Para se transformar luz não polarizada em polarizada, utilizam-se filtros de um 
material plástico especial capaz de bloquear um dos dois planos de vibração das ondas 
eletromagnéticas. Os filtros são confeccionados com moléculas de cadeias grandes 
alinhadas dentro no seu interior, na mesma direção vertical. Assim que a luz não polarizada 
alcança o componente da luz que vibra verticalmente ele é absorvido pelo filtro, deixando 
passar o componente perpendicular. 
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Fig. 4.35 Esquema de um microscópio óptico equipado com o sistema de contraste interferencial diferencial. 

As partes do microscópio indicadas pelas setas interferem diretamente na luz incidente, provocando mudanças 
no feixe de luz conforme descrito no texto. Observe as linhas pontilhadas no esquema à esquerda. O polarizador 
seleciona um único plano de vibração da luz. O primeiro prisma separa os dois planos de vibração da luz, 
formando um ângulo entre si. O condensador condensa os dois planos sobre a amostra. Note que os dois 

feixes são separados por uma pequena distância. Após passar pela objetiva, os raios ainda em planos diferentes 
alcançam o segundo prisma, que remove a distância entre os dois feixes e as diferenças de comprimento de onda 
que originalmente existem no feixe incidente. As alterações que restam são causadas pela amostra. Ao sair do 
prisma, a luz ainda vibrando em dois eixos entra no analisador que as coloca no mesmo plano, tornando visível a 
interferência entre eles. 
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o material biológico cuja característica de difração já é bem conhecida. No 
espécime, a luz incidente é alterada de acordo com a sua espessura e o índice 
de difração, causando alterações em ambos os planos da luz incidente. A luz 
que sai do material apresentando diversas alterações alcança o plano poste- 
rior da objetiva, onde outro prisma remove a distância e as diferenças entre 
os comprimentos de onda que existiam originalmente entre os dois feixes 
incidentes. As diferenças que restam são aquelas inerentes ao material bioló- 
gico. Acima do segundo prisma encontramos ainda um analisador que torna 
os planos de vibração da luz novamente paralelos. 

A imagem aparentemente tridimensional obtida pelo método de DIC é 
provocada por um efeito estereoscópico produzido pela proximidade dos dois 
raios de luz selecionados. O grau de tridimensionalidade depende do índice 
de refração das diferentes regiões do espécime e principalmente do limite do 
espécime com o meio à sua volta. O efeito de borda é bastante notado, o que 
torna este tipo de microscopia especialmente interessante para a observação 
de compartimentos intracelulares (Fig. 4.36). 

Existem algumas vantagens do DIC em relação ao contraste de fase: 


* Este tipo de microscopia pode ser utilizado em material espesso. 

* Não há a formação do halo branco à volta da preparação que impossibilita 
a análise das extremidades. 

* A observação da amostra pode ser feita em diferentes planos de foco (cortes 
ópticos). A imagem em foco não sofre interferência dos planos acima ou 
abaixo. 

* O prisma colocado logo acima das objetivas pode ser regulado para variar 
o contraste, a profundidade de campo, o brilho e a cor do fundo da 
lâmina. 





Fig. 4.36 Microscopia óptica de contraste interferencial diferencial (DIC) de Nomarski de 
leveduras de Saccharomyces cerevisae. Comparar esta imagem com as imagens da Fig. 4.31. 
As imagens obtidas em DIC mostram com facilidade os limites das células, assim como os 
seus compartimentos internos. 
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MICROSCOPIA DE FLUORESCÉNCIA 


A microscopia de fluorescéncia tem sido amplamente utilizada na obser- 
vação de microrganismos. Ela está baseada na utilização de corantes fluores- 
centes. Tais corantes são capazes de absorver luz de um determinado compri- 
mento de onda, emitindo ao mesmo tempo luz em um comprimento de 
onda maior (Fig. 4.37). Se a iluminação cessar, cessará também a emissão pelo 
corante fluorescente. Os corantes fluorescentes podem ser ligados a diversos 
tipos de moléculas, fazendo com que este complexo molécula-fluorocromo 
sirva de marcador para algum tipo particular de experimento. Como exemplo 
de moléculas ligadas a fluorocromos temos anticorpos com os quais são feitos 
os testes de imunofluorescência; moléculas como albumina e dextrana, que 
servem para marcar a via endocítica de diferentes tipos celulares; moléculas 
de natureza lipídica e marcadores de ácidos nucléicos. O uso de marcadores 
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Fig. 4.37 Microscopia de fluorescência. A. A figura mostra como uma molécula emite fluorescência. Um fóton 
de uma radiação ultravioleta colide com um elétron do átomo de uma substância fluorescente, excitando-o e 
colocando-o em um nível de energia mais elevado. Quando o elétron perde a energia adquirida ele volta à sua 
órbita original. A energia é perdida na forma de luz, que possui uma energia menor do que aquela que gerou 

a excitação do átomo. O intervalo de tempo entre a excitação e a emissão da fluorescência é extremamente 
pequeno, podendo ser menor do que um milhonésimo de segundo. Em B é possível observar os comprimentos 
de onda de excitação de diferentes fluorocromos (DAPI - marcador para DNA; GFP - proteína fluorescente verde; 
FITC, Cy3, Cy5 e Alexa — diferentes flourocromos que podem ser associados a diferentes tipos de moléculas). 
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Fig. 4.38 Fonte de iluminação em microscópios de fluorescência. Um dos tipos mais 
comuns de lâmpadas utilizadas em microscópios de fluorescência é a lâmpada de arco 

de mercúrio, também conhecida como HBO (A). Esta lâmpada emite luz com diferentes 
comprimentos de onda, e os principais picos de emissão são 313, 334, 365, 406, 435, 546 e 
578 nm (B). 


fluorescentes tem como vantagem a grande sensibilidade de marcação, visto 
que o material marcado pelo fluorocromo emite luz, o que permite pequenas 
quantidades do marcador serem observadas. Este é o mesmo princípio que 
explica como vemos partículas de poeira à luz do sol (o chamado efeito 
Tyndal) — a luz incidindo sobre o grão de poeira, que está abaixo do limite 
de resolução do nosso olho, é refletida pelo mesmo fazendo com que ele 
brilhe. O que vemos não é a poeira, mas o brilho da luz. É assim que também 
vemos as estrelas. 

O microscópio capaz de detectar a luz emitida pelos corantes fluorescentes 
é denominado microscópio de fluorescência. Este microscópio é semelhante ao 
microscópio óptico convencional. Na verdade, na grande maioria dos casos, 
o sistema de fluorescência é adaptado a um microscópio óptico que contenha 
pelo menos o sistema de contraste de fase. 

As diferenças básicas entre o microscópio de fluorescência e o de luz 
(convencional ou de contraste) estão na fonte de iluminação (Fig. 4.38) e 
nos sistemas de filtros que selecionam tanto a luz que incide sobre o espé- 
cime quanto aquela que dele é emitida. 
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Fig. 4.39 Esquema simplificado de um microscópio de fluorescência. Notar que a luz que 
chega à amostra vem lateralmente, atinge o espelho dicróico e é, então, lançada sobre a 
amostra através da lente objetiva. Este tipo de iluminação é denominado epiiluminação. 
A luz gerada pela excitação do fluorocromo na amostra é projetada para cima, passando 
também por dentro da lente objetiva para alcançar o espelho dicróico e depois o filtro de 
emissão, chegando à ocular. 


Os filtros que agem sobre a luz incidente sobre o espécime são denomi- 
nados filtro de excitação e de emissão (Fig. 4.39). O filtro de excitação sele- 
ciona dentre os vários espectros emitidos pela lâmpada do microscópio de 
fluorescência o comprimento de onda mais específico para a excitação de 
um determinado fluorocromo. O filtro de emissão que está localizado após 
a amostra bloqueia a luz incidente, deixando passar apenas o comprimento 
de onda emitido pelo fluorocromo. A presença de diferentes filtros em um 
mesmo microscópio permite que marcações de diferentes cores possam ser 
feitas sobre a mesma amostra. Os fluorocromos mais utilizados são a fluo- 
resceína (que emite luz verde após excitação por luz azul) e a rodamina (que 
emite luz vermelha após excitação por luz verde) (Fig. 4.37). 

A modalidade de microscopia de fluorescência mais utilizada em labora- 
tórios de diagnóstico é a imunofluorescência, na qual a marcação de uma 
determinada molécula é feita com o uso de anticorpos específicos conjugados 
a fluorocromos. Existem dois tipos de imunofluorescéncia: a direta e a indi- 
reta. Na imunotluorescéncia direta o fluorocromo é ligado diretamente ao 
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Fig. 4.40 Na imunofluorescência direta o anticorpo que reconhece o antígeno é diretamente ligado ao 
fluorocromo. A reação de marcação se faz com uma única incubação da amostra na presença do anticorpo 
primário. Na imunofluorescência indireta faz-se a incubação da amostra com o primeiro anticorpo e, em 

seguida, uma segunda incubação na presença de um anticorpo secundário (reconhece o anticorpo primário) 
previamente conjugado a um fluorocromo. Na maioria das vezes, as imunofluorescências são do tipo indireto, 
pois normalmente a quantidade de anticorpo primário é pequena e um pouco da sua atividade pode ser perdida 
durante o processo de marcação com o anticorpo. As marcações indiretas têm como vantagem o uso de um 
mesmo anticorpo secundário para revelar diferentes antígenos e a amplificação da reação (note que sobre um 
anticorpo primário existem pelo menos dois anticorpos secundários), o que facilita a observação das marcações em 
imunofluorescência. 


anticorpo específico (anticorpo primário) que reconhece a molécula que se quer 
detectar. Na imunofluorescência indireta o anticorpo marcado é o anticorpo 
secundário, ou seja, é o anticorpo que reconhece o anticorpo primário. 


MICROSCOPIA CONFOCAL 


Durante a observação de uma amostra por microscopia de fluorescência 
podemos ter alguns problemas quanto à nitidez das imagens que obtemos. 
Muitas vezes, posicionamos o foco em um determinado aspecto do material, 
mas a fluorescência emitida de outras regiões da amostra acaba por interferir 
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na resolução da imagem que mais interessa. Esta interferência é tão maior 
quanto mais espessa é a amostra observada (corte de tecido ou espessura da 
célula). Para evitar esses problemas foi desenvolvido o microscópio confocal 
a laser. As vantagens sobre o microscópio de fluorescência convencional 
seriam a pequena profundidade de campo, que elimina a fluorescência das 
regiões fora de foco, a capacidade de co-localizar secções ópticas de amostras 
espessas e o aumento de resolução uma vez a luz incidente sobre a amostra 
é um feixe de laser monocromático. A microscopia confocal tem ainda a 
vantagem de poder ser aplicada a amostras vivas ou fixadas e que podem ter 
sido marcadas com mais de um corante fluorescente. 

O microscópio confocal tem como base para seu funcionamento um 
microscópio de fluorescência convencional. As amostras podem ser sele- 
cionadas da maneira convencional com o uso de lâmpada HBO. Após a 
seleção da região a ser analisada, acionam-se por um computador, acoplado 
ao microscópio, diversos tipos de função como seleção de objetiva, seleção 
do módulo confocal, correção de brilho e contraste, seleção das aberturas 
do microscópio (pinhole), seleção de cores, sistemas de filtros, velocidade de 
varredura, gravação das imagens etc. 

O sistema de iluminação a laser promove um feixe de iluminação extre- 
mamente fino (Fig. 4.41) que vai se deslocando sobre a amostra ponto por 
ponto, e por este motivo o microscópio confocal é corretamente denominado 
microscópio confocal de varredura a Laser (LSCM - laser scanning confocal 
microscopy) (Fig. 4.42). Uma das vantagens deste tipo de iluminação é que o 
feixe de laser percorre somente a região da amostra que está sob observação, 
(o ponto de luz é focado sobre um único ponto do espécime), conservando a 
fluorescência das outras regiões que não estão sendo observadas. A imagem 
produzida de cada plano de foco pelo sistema confocal, não recebe a influ- 








Feixe de 
iluminação 





Varredura ampliada Varredura pontual 


Fig. 4.41 A figura compara dois tipos de feixes de iluminação de amostras marcadas com 
fluorocromos. Em (A) o feixe é alargado, iluminando várias regiões da amostra ao mesmo 
tempo. Em (B) um feixe extremamente fino ilumina uma área muito mais limitada. A 
vantagem do segundo feixe sobre o primeiro é que regiões ao lado do ponto de iluminação 
não são mantidas sob excitação fazendo com que a meia vida do corante fluorescente se 
prolongue (1 - lamínula; 2 — espécime; 3 - lámina de vidro). 
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Fig. 4.42 A, Esquema básico de um microscópio confocal de varredura a laser. Note que a fonte de iluminacáo 
envia o feixe de luz monocromático através de uma abertura extremamente pequena em direcáo ao espelho 
dicróico. Note também que foram representados 3 raios mostrando planos de focos diferentes. Cada um dos 
feixes chega ao espelho dicróico e é defletido em direcáo a objetiva, que concentra cada um dos feixes em 

locais diferentes da amostra. Ao excitar a amostra contendo o fluorocromo, gera-se fluorescência. O raio de luz 
fluorescente retorna para dentro da objetiva e é concentrado sob uma segunda abertura (pinhole) no detector 
também denominada abertura confocal (está no mesmo foco que a primeira). Somente os raios emitidos da região 
em foco conseguem passar através da segunda abertura. Os outros são eliminados e, dessa maneira, não interferem 
na formação da imagem. Os raios que saem da segunda abertura alcançam um detector e fotomultiplicador que 
gera a imagem que vai ser observada em um monitor de vídeo. B. Imagem em microscopia de fluorescência de 
uma célula de mamífero infectada com o protozoário parasito Trypanosoma cruzi. Devido à grande intensidade de 
fluorescência em B é impossível observar os parasitos individualmente. Esta grande intensidade de fluorescência é 
obtida pela captação da luz emitida pelo fluorocromo em toda a espessura da amostra. C. Quando a mesma célula 
é analisada com o módulo confocal, registrando a fluorescência de apenas um plano focal, podemos observar os 
parasitos individualmente acompanhando a marcação em seu corpo celular (seta) e flagelo (cabeça de seta). (Foto 
de Tecia Ulysses de Carvalho.) 


118 MICROSCOPIA DE MICRORGANISMOS 








ência da marcação de regiões acima ou abaixo deste plano e recebe a deno- 
minação de corte óptico. 

Os cortes ópticos só são conseguidos com a utilização de um sistema de aber- 
turas extremamente pequenas denominadas pinholes (Fig. 4.43). O micros- 
cópio confocal foi idealizado, em 1955, por Marvin Minsky, que desejava ver 
imagens de eventos biológicos que ocorriam no interior de tecidos vivos. 


MICROSCOPIA ELETRÔNICA 


O desenvolvimento do microscópio eletrônico tem suas raízes nos trabalhos 
de Abbe e Helmhotz, que, de maneira independente, em 1873, descobriram 
que a resolução de um microscópio dependia do comprimento de onda da 
fonte de energia. Idéias, sem dúvida, bastante inovadoras levando-se em 
consideração que os elétrons ainda não haviam sido descobertos. Mais tarde 
demonstrou-se (Thompson, 1897) que partículas carregadas negativamente 
(elétrons) faziam parte da matéria, que os elétrons tinham propriedades de 
uma onda (De Broglie, 1929, Prêmio Nobel de Física) e que a trajetória de 
elétrons podia ser desviada por campos magnéticos da mesma maneira que 
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Fig. 4.43 Comparação entre diferentes microscópios. A. No esquema podem ser reconhecidas algumas diferenças 
entre o microscópio de luz e o microscópio eletrônico de transmissão. As lentes do microscópio de luz são feitas 
de vidro, enquanto as dos microscópios eletrônicos são bobinas eletromagnéticas. As amostras são inseridas no 
interior dos microscópios eletrônicos, o qual se encontra em vácuo. B. Microscópio eletrônico de transmissão. 
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a luz pode ser desviada por lentes (Bush, 1926). Em 1932, Knoll e Ruska 
desenvolveram o primeiro microscópio eletrônico que então começou a ser 
comercializado em 1939. Somente em 1963 os microscópios eletrônicos de 
transmissão alcançaram o limite de resolução de 0,2 a 0,3 nm e de 10 nm 
para o microscópio eletrônico de varredura. 

Existem basicamente 3 tipos de microscopia eletrônica: transmissão, varre- 
dura e força atômica. Cada uma delas fornece um tipo de visão diferente 
do material a ser estudado, podendo, no entanto, ser utilizadas de maneira 
complementar. 


Microscopia Eletrônica de Transmissão 


A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é muito semelhante à 
microscopia de luz no que diz respeito à formação da imagem. Os elétrons, 
assim como a luz no microscópio óptico, necessitam atravessar a amostra para 
gerar uma imagem visível (Fig. 4.43). A fonte de elétrons de um microscópio 
de transmissão é um filamento de metal, geralmente tungstênio, também 
denominado catodo, o qual é aquecido, fazendo com que seus elétrons se 
desprendam. Este filamento está posicionado no alto e no centro de uma 
coluna de metal oca denominada coluna do microscópio. Os elétrons que 
se desprendem do catodo são acelerados em direção ao anodo devido a uma 
grande diferença de potencial entre estes dois pólos que pode variar de 20 kV 
a 1.000 kV, dependendo do tipo de microscópio de transmissão. A diferença 
de potencial confere aos elétrons uma aceleração, e eles então migram pela 
coluna na forma de um feixe de elétrons, atravessando a amostra e gerando 
uma imagem visível. Para garantir que o feixe de elétrons não sofra desvios 
pela interação com moléculas de ar, a coluna dos microscópios eletrônicos 
está sempre em alto vácuo. Para modificar o caminho dos elétrons, garan- 
tindo a formação da imagem com diferentes aumentos e a correção das 
aberrações que são semelhantes às descritas na microscopia de luz, o micros- 
cópio eletrônico possui uma série de “lentes” que, na verdade, são bobinas 
eletromagnéticas. A amostra a ser analisada no microscópio de transmissão 
é inserida no interior da coluna no caminho dos elétrons. Três considerações 
devem ser feitas aqui: 

(a) Não se analisa material vivo ao microscópio eletrônico de transmissão, 
pois a coluna está em alto vácuo. 

(b) A imagem é formada pela interação dos elétrons com as diferentes 
regiões da amostra a ser analisada. Quanto mais espessa ou mais densa for uma 
região de uma amostra, mais elétrons vão ser absorvidos ou mais desvios o 
feixe de elétrons deve sofrer. Os elétrons que conseguem atravessar a amostra 
chegam a uma tela fosforescente, gerando uma imagem que varia do branco 
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até o preto apresentando vários tons cinza intermediários. As diferentes tona- 
lidades refletem a capacidade de bloqueio dos elétrons exercida pelas dife- 
rentes regiões da amostra. As que aparecem escuras na imagem são deno- 
minadas regiões eletrondensas, enquanto as mais claras são denominadas 
eletronlúcidas. Vários livros-texto mostram imagens de microscopia eletrô- 
nica de transmissão colorizadas que têm apenas o intuito de facilitar a iden- 
tificação de regiões da célula ou de organelas. 

(c) A passagem dos elétrons pela amostra gera alterações devido ao aqueci- 
mento da mesma. Por este motivo, imagens de amostras biológicas observadas 
ao microscópio eletrônico de transmissão devem ser adquiridas o mais rapida- 
mente possível. A aquisição de imagens pode ser feita por negativos fotográ- 
ficos ou por câmeras digitais acopladas ao equipamento. 

Para que amostras biológicas sejam analisadas ao microscópio eletrônico 
de transmissão é necessário que elas sejam fixadas, desidratadas e incluídas 
em uma resina plástica que servirá como suporte para a obtenção dos cortes que 
serão inseridos no microscópio. A função da resina plástica é a mesma atribuída 
à parafina na microscopia óptica. A fixação e a desidratação são necessárias em 
virtude de a amostra ser inserida em alto vácuo como relatado anteriormente. 
A fixação é feita com glutaraldeído ou mistura de glutaraldeído e formaldeído, 
que garantem uma boa estabilização das proteínas da amostra e do tetróxido 
de ósmio que estabiliza os lipídeos de membrana assim como as proteínas. As 
amostras são então desidratadas, incluídas em resinas plásticas que, ao se solidi- 
ficarem, permitem o corte das amostras em seções ultrafinas de 50 a 100 nm de 
espessura. Os cortes são colocados sobre grades circulares de metal que são inse- 
ridas na coluna do microscópio eletrônico (Fig. 4.44). 

Para aumentar o contraste de determinadas áreas da amostra, uma vez que 
o material biológico é pouco eletrondenso, após os cortes, as seções ultrafinas 
são contrastadas com soluções contendo metais pesados como o acetato de 
uranila, que se deposita preferencialmente sobre DNA e RNA, e o citrato de 
chumbo, que se deposita sobre membranas. O alto número atômico desses 
metais garante o desvio dos elétrons do feixe, criando áreas mais escuras na 
amostra. Por este motivo, qualquer tipo de reação para detecção de atividade 
enzimática, localização de diferentes componentes da célula, denominadas 
reações citoquímicas, e marcações imunocitoquímicas devem gerar ou utilizar 
compostos eletrondensos que não estão presentes nas amostras-controle. 
Imagens de preparações controle podem ser vistas na Fig. 4.45. 


Microscopia Eletrônica de Varredura 


A microscopia eletrônica de varredura (MEV) fornece uma visão das células 
completamente diferente da daquela observada na microscopia eletrônica de 
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Fig. 4.44 Processamento básico de amostras biológicas para observação ao microscópio eletrônico de transmissão: 
(A) As amostras são fixadas em fixadores como o glutaraldeído o e formaldeído: (B) incluídas em resinas 

plásticas do tipo epóxi; (C) o bloco de resina plástica, juntamente com as amostras incluídas, sofre um primeiro 
processamento visando a selecionar a área de corte; (D) a região selecionada no bloco de resina plástica é então 
cortada em ultramicrótomo em secções ultrafinas de 60-70 nm de espessura; (E) as secções ultrafinas são colocadas 
sobre grades e levadas ao microscópio eletrônico de transmissão. 


transmissão. Neste tipo de microscopia os elétrons não atravessam a amostra. 
A imagem é formada pela interação dos elétrons com a superfície da amostra, 
gerando uma imagem tridimensional indicada para a visualização de células 
inteiras e tecidos (Fig. 4.46). 





Fig. 4.45 Imagem em microscopia eletrônica de transmissão da bactéria Gram” 
Staphylococcus aureus. Notar a espessura da parede celular (cabeça de seta), assim como a 
formação do septo durante a divisão celular (seta). 
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Da mesma maneira como visto para o MET, a amostra deve ser fixada e 
desidratada. A fixação é idêntica à mencionada para a microscopia de trans- 
missão, porém a desidratação depende de um método especial denominado 
ponto crítico. Neste método, após a amostra ter sofrido desidratação com o 
uso de álcool ou acetona, ela é colocada no interior de uma câmara na qual 
todo o líquido desidratante é substituído por CO, líquido, que, então, a uma 
temperatura de aproximadamente 31ºC e a uma pressão de 73 atmosferas, 
passa do estado líquido para o gasoso tão rapidamente que a célula é seca, 
permanecendo com a sua arquitetura original. Após a completa desidratação 
pelo pontocrítico, a amostra recebe sobre toda a sua superfície uma camada 
de ouro de aproximadamente 20 nm de espessura. 

A amostra é então inserida no interior da coluna do microscópio que 
se encontra em alto vácuo, onde um feixe muito fino de elétrons percorre 
pontualmente a amostra, ou seja, passa lentamente sobre ponto por ponto 
da sua superfície. A interação dos elétrons do feixe com a camada de ouro 
da superfície da amostra gera dois tipos de elétrons: (a) elétrons secundários 
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Fig. 4.46 Para observação ao microscópio eletrônico de varredura, o espécime recebe 

uma camada de metal muito fina e é percorrido ponto a ponto pelo feixe de elétrons do 
microscópio. Os elétrons do feixe interagem com a amostra, provocando a emissão de 
elétrons da camada metálica que a recobre (elétrons secundários) ou o desvio de elétrons 
do próprio feixe (elétrons retroespalhados). Detectores específicos para cada tipo de elétron 
os recolhem e geram uma imagem no monitor de vídeo acoplado ao microscópio. O 
microscópio de varredura gera imagens em 3 dimensões com grande profundidade de foco 
e com uma resolução que varia de 3 a 20 nm. 
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— são elétrons dos átomos de ouro que, excitados pelo feixe de elétrons do 
microscópio, projetam-se para fora da camada e são captados por um coletor 
(Fig. 4.46); (b) elétrons retroespalhados — são elétrons do próprio feixe que, 
após interagirem com os átomos de ouro da superfície da amostra, sofrem 
desvios de rota e voltam em direção ao feixe. Da mesma maneira são captados 
por um coletor especial. Qualquer que seja o tipo de elétrons captado, eles 
excitam um cintilador que gera fótons, o quais são então conduzidos por 
uma fibra óptica para um fotomultiplicador e daí para uma tela de televisão 
(tubo de raios catódicos) (Fig. 4.46). As imagens obtidas no microscópio de 
varredura podem ser observadas na Fig. 4.47. 





Fig. 4.47 Imagem em microscopia eletrônica de varredura. A. Bactérias magnéticas 
multicelulares do ambiente isoladas da Lagoa de Araruama. (Foto de Ulysses G. C. Lins.) B. 
Leptospira interrogans. (Foto de Gustavo M. Rocha.) C. Associação entre bactérias Streptococcus 
salivarius (S) e Actinomyces naseslundii (A) em placas bacterianas encontradas em dentes. 
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PARTE II - PRÁTICA 





OBJETIVOS 


MATERIAIS 


PROCEDIMENTOS 


Manusear adequadamente um microscópio Óptico. 

Conhecer os principais métodos de observação microscópica de microrga- 
nismos. 

Distinguir, morfologicamente, bactérias, leveduras, bolores e protozoários. 
Identificar os principais tipos morfológicos das bactérias. 

Discutir a importância do método de Gram na identificação de microrga- 
nismos. 


Lâminas prontas com coloração de esporos de Bacillus megaterium. 
Lâminas prontas com bactérias Gram-positivas (S. aureus, B. subtilis) e 
Gram-negativas (E. coli P. aeruginosa). 

Cultura de Escherichia coli em caldo simples. 

Cultura de Saccharomyces cerevisiae em ágar-Sabouraud. 

Cultura de Aspergillus versicolor em ágar-Sabouraud. 

Cultura de Herpetomonas sp. em meio líquido de BHI (brain heart infu- 
sion). 

Cultura de Escherichia coli em ágar simples. 

Cultura de Staphylococcus aureus em ágar simples. 

Cultura de Bacillus subtilis em ágar simples. 

Láminas limpas. 

Lamínulas limpas. 

Baterias para Gram. 

Óleo de imersáo. 

Solucáo salina estéril. 

Microscópios ópticos. 

Placas com microrganismos do ambiente (Capítulo 1). 

Alcas e agulhas de inoculacáo. 


1% Parte. Observacáo microscópica de láminas prontas. 


Esporos de Bacillus megaterium (cultura com mais de 48 horas de cresci- 
mento), corados pelo método de Schaeffer-Fulton. 
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e Bactérias coradas pelo Gram: B. subtilis (Gram-positiva), S. aureus (Gram- 
positiva) e E. coli (Gram-negativa). 

* Adicionar sobre o esfregaco das láminas prontas uma pequena gota de óleo de 
imersão e examinar ao microscópio óptico com objetiva de imersão (100x). 


2º Parte. Preparação de lâminas para observações microscópicas. (O aluno 
deverá escolher um microrganismo para preparação a fresco e um microrga- 
nismo para coloração de Gram.) 


e Preparação a fresco de E. coli - Após flambar a alça de inoculação, colocar 
uma gota de suspensão bacteriana em uma lâmina e cobrir com uma lamí- 
nula. Adicionar uma pequena gota de óleo de imersão e observar em micros- 
cópio óptico com objetiva de imersão (100x). 

e Preparação a fresco de Saccharomyces cerevisiae — Retirar, com uma alça de 
inoculação flambada, uma porção do crescimento da levedura e suspender 
em uma gota de solução salina em uma lâmina. Cobrir com lamínula e 
observar ao microscópio óptico com objetiva de 40x. 

* Preparação a fresco de Aspergillus versicolor - Cuidadosamente, para não 
alterar as estruturas fúngicas, retirar com alça flambada uma porção do 
crescimento do fungo e suspender em uma gota de solução salina em uma 
lâmina. Observar ao microscópio óptico, entre lâmina e lamínula, com 
objetiva de 40x. 

* Preparação a fresco de Herpetomonas — Retirar, com uma alça flambada, 
uma porção do crescimento em meio líquido do protozoário e colocar 
sobre uma lâmina. Cobrir cuidadosamente com uma lamínula. Observar 
ao microscópio óptico com objetiva de 40x. 


32 Parte. Coloração de Gram. 

Colocar uma pequena gota de solução salina sobre uma lámina de micros- 
cópio. Flambar uma alca e com ela retirar uma pequena porcáo do crescimento 
bacteriano (E. coli, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa ou S. aureus). Colocar a 
porcáo sobre a gota de salina e espalhar, obtendo assim o esfregaco. Deixar 
secar espontaneamente. 

Fixar o esfregaco a lámina, segurando-a com um pregador de madeira 
e passando-a trés vezes sobre a chama do bico de Bunsen com a parte do 
esfregaco para cima. A Fig. 6.11 ilustra o procedimento da obtencáo de um 
esfregaco. 

Proceder a coloracáo de Gram: 


e Tratar o esfregaço com uma solução de cristal violeta durante 1 a 2 
minutos. 
* Lavar ligeiramente com água. Escorrer. 
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Cobrir o esfregaço com lugol durante 1 a 2 minutos. 

Descorar rapidamente pelo álcool a 95%. 

Lavar ligeiramente com água. Escorrer. 

Cobrir com uma solução de safranina ou de fucsina, durante 30 segundos, 
para contracorar. 

Lavar e enxugar entre dois papéis-filtro, com cuidado, sem esfregar. 
Adicionar sobre o esfregaço corado uma pequena gota de óleo de imersão 
e examinar ao microscópio óptico com objetiva de imersão (100x). 


42 Parte. Observação de microrganismos do ambiente. 
A partir das placas expostas ao ar, bem como de outras placas contendo 


microrganismos de diversas origens (bancada, dedo, cabelo etc.), mencio- 
nadas no Capítulo 1, observar os diversos tipos de colônias crescidas. Com 
auxílio do professor, escolher uma colônia de bactéria e outra de fungo para 
estudo. 


e Colônia bacteriana - realizar a coloração de Gram, como descrito na 3? 


Parte. Observar. 


* Colônia fúngica — preparar lâmina a fresco com solução salina, como 


descrito na 22 Parte. Observar. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


1º Parte. Observação de lâminas prontas 

Observação de lâminas de Bacillus megaterium (Fig. 4.48 G). Distinguir os 
esporos, corados em verde, das células vegetativas, coradas em vermelho. 
Observar esporos dentro e fora da célula. 

Observação de lâminas de bactérias coradas pelo Gram (Fig. 4.48 D a F). 
Distinguir o tamanho, a forma (coco ou bastonete) e a reação ao Gram: 
roxas, Gram-positivas; vermelhas ou rosadas, Gram-negativas. Observar 
alguns arranjos característicos. 


2º Parte. Observação de lâminas preparadas pelo aluno 


Observar, na preparação a fresco de E. coli, seu tamanho relativo, sua forma 
e sua locomoção. 

Observar S. cerevisiae (Fig. 6.49 A) quanto a forma, tamanho relativo e 
presença ou ausência de brotamento. 

Observar A. versicolor quanto ao tamanho. Identificar o micélio (Fig. 4.48 B), 
hifas septadas ou não e, se possível, as estruturas que contêm os esporos. 
Observar Herpetomonas sp. quanto ao tamanho e à capacidade de loco- 
moção. Distinguir os flagelos (Fig. 4.48 C). 
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Fig. 4.48 Exemplos de preparações em lâminas. A. Preparação a fresco em microscopia óptica de campo claro 
da levedura S. cerevisiae 1.000x. B. Microscopia óptica de contraste diferencial interferencial do fungo F. pedrosoi 
400x. (Foto de Daniela Sales Alviano.) C. Microscopia óptica de contraste de fase do protozoário Herpetomonas 
samuelpessoai 100x mostrando o flagelo (seta) e o corpo da célula (cabeça de seta). (Foto de André Luiz de Souza 
Santos.) D. Microscopia de campo claro de amostras coradas pelo método de Gram; bastonete Gram-positivo 
B. subtilis 1.000x. E. Bastonete Gram-negativo E. coli 1.000x. F. Cocos Gram-positivos $. aureus 1.000x. G. 
Microscopia óptica de campo claro, coloração de esporos de Bacillus megaterium, esporos em verde e células em 


vermelho 1.000x. 


e Observar as lâminas coradas pelo Gram, como descrito no item 2 da 12 
parte. 


3º Parte. Observação de colônias desconhecidas de microrganismos do 
ambiente 
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Observar ao microscópio as lâminas preparadas pelo próprio aluno. De 
acordo com as características observadas, tais como tamanho, forma, reação 
ao Gram, presença de hifas etc., confirmar se se trata de bactéria, levedura 
ou fungo. 
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Técnicas de isolamento e contagem 
de microrganismos 


Rosalie Reed Rodrigues Coelho 


PARTE I - TEORIA 


Nos ambientes naturais os microrganismos se encontram, quase sempre, 
sob forma de populações mistas. Assim sendo, para que seja possível estudar as 
características das espécies que compõem estas misturas, é necessário fazer seu 
isolamento em cultura pura. Para isso, necessitamos de um meio de cultura 


e de condições de incubação que facilitem o crescimento do microrganismo 


desejado. Após o seu crescimento, precisamos, ainda, confirmar a sua pureza, 
de modo a garantir que a cultura obtida contenha apenas O microrganismo 
de interesse. 

Todos os microrganismos necessitam de uma fonte de energia para seu 
crescimento, que pode ser química (seres quimiotróficos) ou luminosa (seres 
fototróficos). Além disso, os fatores necessários para o crescimento microbiano 
podem ser divididos em duas categorias principais: os fatores físicos, tais como 


temperatura, pH e pressão osmótica, e os fatores químicos. Dentre os fatores 


químicos, temos a água e as diversas fontes de carbono (C), de nitrogênio (N), 
de fósforo (P), de enxofre (S) e de sais minerais, além dos chamados fatores 
de crescimento, para o caso de microrganismos mais exigentes. Quando a 
fonte de C é orgânica temos os seres heterotróficos, e quando esta é inorgá- 
nica temos os seres autotróficos. Segundo esta classificação os microrganismos 
fotossintéticos, por exemplo, são principalmente seres fotoautotróficos. 
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MEIO DE CULTURA 


O meio de cultura consiste em um material nutritivo, preparado em labo- 
ratório, que se destina ao cultivo artificial dos microrganismos, devendo, 
portanto, fornecer os nutrientes indispensáveis ao seu crescimento. Pode ser 
líquido, sólido ou semi-sólido. 

|. Os meios líquidos são preparados com seus ingredientes em água purifi- 
cada (destilada, deionizada ou osmolizada) e podem ser acondicionados em 
tubos de vidro, em Erlenmeyers ou em balões (ver Fig. 2. la e d). Os meios 
(sólidos são acrescidos de um agente solidificante, o ágar, normalmente na 
concentracáo de 1-2%. Este consiste em um polímero, o ácido poligalacturó- 
nico, extraído de algas marinhas, que é capaz de se fundir acerca de 100°C 
e, ao se resfriar, solidificar a cerca de 40ºC. Geralmente é acondicionado em 
tubos de vidro na forma de ágar inclinado, ou em placas de Petri (ver Fig. 
2.1b e c). Já os meios semi-sólidos contêm ágar em concentrações menores, 
em torno de 0,3-0,5%, e normalmente são distribuídos em tubos de vidro 
na posição vertical. 


Meios Sintéticos e Meios Complexos 


Dependendo do tipo de microrganismo que será cultivado, o meio de 
cultura poderá ser sintético, também chamado de quimicamente definido. 
Neste caso, todos os ingredientes são conhecidos, possuindo composição 
química exata. São bastante úteis em trabalhos experimentais de laboratório. 
Um exemplo deste tipo de meio é o meio de caldo de glicose-sais minerais, 
descrito no Quadro 5.1. Este meio contém uma fonte de C orgânica, a glicose, 
uma fonte de N inorgánica, o NaNO,, uma fonte de P inorgânica, o K,HPO,, 
uma fonte de S inorgânica, o MgSO,.7H,O, NaCl e água. É considerado um 
meio pobre em nutrientes, contendo apenas o mínimo de ingredientes neces- 


QUADRO 5.1 Meio sintético simples, de caldo de glicose-sais minerais, para crescimento de 
diversas bactérias HEIN 











a Quantidade 

Glicose p- o 5,0 g | 

NaNO, p. o 1,0 g R + 
K,HPO, nd ——— 20g ` - 
MgSO,.7H,0 I- 8 El 10g ` 
NaCl == 0,5 g ges: 











Água purificada destilada, q.s.p. 1.000 mL 





——— ese eee rem. =. PE LLLA 


TÉCNICAS DE ISOLAMENTO E CONTAGEM DE MICROORGANISMOS 131 


sários ao desenvolvimento do microrganismo. Várias espécies microbianas 
do grupo dos quimioeterotróficos prototróficos são capazes de crescer neste 
tipo de meio. Os microrganismos quimioeterotróficos são aqueles que neces- 
sitam de uma fonte de carbono orgânica e uma fonte de energia química, 
e no caso do meio de cultura descrito do Quadro 5.1 a glicose desempenha 
este duplo papel. Já os seres prototróficos são aqueles capazes de crescer sem 
nenhuma exigência nutritiva em termos de vitaminas, ou qualquer outra 
molécula orgânica que eles não sejam capazes de sintetizar a partir da fonte 
de C orgânica simples, como é o caso de alguns aminoácidos. Estas subs- 
tâncias essenciais ao desenvolvimento do microrganismo são chamadas de 
fatores de crescimento. 

Ao contrário do exemplo do Quadro 5.1, no qual o meio de cultura é 
composto de apenas seis substâncias, alguns meios quimicamente definidos 
também podem conter um número bastante grande de ingredientes. Este é 
o caso do meio descrito no Quadro 5.2, que possui ao todo 48 ingredientes, 
incluindo aí duas fontes de C, uma fonte de N, duas fontes de P, uma fonte de 
S, água, além de aminoácidos, purinas e pirimidinas, vitaminas e elementos- 
traço. O microrganismo que exige este tipo de meio de cultura para crescer 
também é quimioeterotrófico, sendo auxotrófico para vários fatores de cres- 


QUADRO 5.2 Meio sintético mais elaborado, típico para crescimento de microrganismos 
nutricionalmente mais exigentes 



































Ingredientes Quantidade 
Glicose —— TRES. CC BE 
Acetato de sódio lu Ce | 20 g S 
EE e 96g —- 
NH,Cl 3g 
MgSO,. 7H,0 0 — Hw o 
Aminoácidos: alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteína, 100-200 ug cada 
glutamato, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, 





lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, 
triptofano, tirosina, valina 





Purinas e pirimidinas: adenina, guanina, uracila, xantina 10 mg cada 





Vitaminas: biotina, folato, ácido nicotínico, piridoxal, 20-10 ug cada 
piridoxamina, piridoxina, riboflavina, tiamina, pantotenato, 
ácido p-amino-benzóico 


Elementos-traço: Fe, Co, Mn, Cu, Ni, Mo |. 2-10pgcada + 





Água purificada destilada, q.s.p. 1.000 mL 
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cimentos (os aminoácidos, as purinas e pirimidinas e as vitaminas), ou seja, 
dependente destes vários fatores de crescimento para sobreviver. Este tipo de 
microrganismo, nutricionalmente mais exigente, é comumente conhecido 
como fastidioso. 

No entanto o meio de cultura também poderá ser complexo e conter ingre- 
dientes complexos, como extrato de carne, rico em vitaminas e outros fatores 
de crescimento orgânicos, e cuja composição química exata não é conhe- 
cida. Além do extrato de carne, que compreende um pó, obtido da digestão 
de carne bovina, vários outros extratos também são muito utilizados nos 
meios de cultura complexos. Os extratos de levedura e de malte, fabricados 
da mesma maneira, bem como as peptonas e outros hidrolisados parciais de 
proteínas, como a caseína, que é a proteína encontrada no leite. Todos estes 
ingredientes são encontrados comercialmente no mercado e podem ser utili- 
zados facilmente para o preparo de meios. Em geral os meios complexos são 
adequados ao crescimento de microrganismos heterotróficos auxotróficos, 
como, por exemplo, algumas bactérias comensais e patogênicas para homens 
e animais. A grande vantagem dos meios complexos é que a adição de um 
único ingrediente já garante a presença de uma ampla gama de substâncias 
necessárias ao crescimento do microrganismo. 

No Quadro 5.3 encontramos a composição do meio de caldo simples, ou 
caldo nutriente, bastante utilizado no cultivo de bactérias heterotróficas, 
como, por exemplo, as enterobactérias. Neste caso, são utilizados apenas 
quatro ingredientes que irão suprir adequadamente as exigências nutritivas 
da maioria dos microrganismos fastidiosos. 


Meios Seletivos e Diferenciais 


Os meios seletivos são utilizados para o isolamento de um grupo particular 
de microrganismos, ou seja, são meios de cultura adicionados de substâncias 
químicas que irão propiciar o desenvolvimento dos microrganismos de inte- 
resse e vão inibir o desenvolvimento dos microrganismos acompanhantes 
(“microbiota de acompanhamento”). Esta inibição pode ser obtida por dife- 


QUADRO 5.3 Meio complexo de caldo simples, para o cultivo de bactérias heterotróficas 


Ingredientes Quantidade 
Peptona p= 5,0 g 
Extrato de carne 3,0 g 


Cloreto de sódio 80g 


Água destilada, q.s.p. j tox 1.000 mL 


TÉCNICAS DE ISOLAMENTO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS 133 


rentes substâncias, tais como os antibióticos, os corantes, a bile ou os sais 
biliares. Um meio adicionado do antibacteriano estreptomicina possibilitará 
o isolamento de fungos, da mesma forma que a adição do antifúngico ciclo- 
heximida ao meio permitirá o isolamento de bactérias. Em outros meios, 
o sistema de seleção do microrganismo de interesse é mais complexo, por 
exemplo o meio de Thayer-Martin, utilizado no isolamento de Neisserias pato- 
génicas, que pode ser adicionado de uma mistura de inibidores, composta 
por vancomicina para inibição de bactérias Gram-positivas, colistina para 
inibição de bactérias Gram-negativas e nistatina para inibição de fungos. 
Muitas vezes, para a seleção do microrganismo de interesse, podem ser utili- 
zados outros recursos, como, por exemplo, a utilização de um meio cuja 
única fonte de carbono é a celulose ou o amido, de modo a isolar somente 
os microrganismos celulolíticos ou amidolíticos, respectivamente. 

Já os meios diferenciais são formulados para evidenciar uma caracterís- 
tica bioquímica ou fisiológica do microrganismo de interesse, possibilitando 
diferenciar suas colônias das de outros microrganismos que se desenvolvam 
na mesma placa. A adição de um carboidrato e um indicador de pH ao meio 
de cultura permite evidenciar as colônias de microrganismos que produzam 
ácidos a partir da utilização daquele carboidrato, pois a cor do indicador irá 
se modificar em função da acidificação do meio ao redor da colônia. 

Alguns meios de cultura podem ter um objetivo combinado, ou seja, ser 
seletivo-diferenciais. Um bom exemplo seria o ágar MacConkey, um meio 
bastante utilizado para o isolamento de enterobactérias e outros bastonetes 
Gram-negativos relacionados. Este meio contém como agentes seletivos sais 
biliares e cristal violeta, com o objetivo de inibir o crescimento das bactérias 
Gram-positivas e algumas Gram-negativas fastidiosas, e lactose e vermelho 
neutro, com o objetivo de diferenciar colônias de bactérias que utilizem este 
carboidrato. Quando as bactérias cnamadas de lactose-positivas utilizam a 
lactose, suas colônias apresentam tons variados de vermelho em função da 
mudança da cor do indicador de pH. Já as bactérias lactose-negativas formam 
colônias incolores ou transparentes (Fig. 5.1a). Um outro meio interessante, 
para a mesma finalidade, é o meio CLED (cisteína, lactato, eletrólito defi- 
ciente), que contém o indicador azul de bromo timol. Neste caso, as bactérias 
lactose-positivas conseguem virar o indicador, originalmente verde em pH 
neutro, para amarelo em decorrência da produção de ácidos (Fig. 5.1b). 

Outro meio seletivo-diferencial é o ágar Salmonella-Shigella, ou ágar-SS, que, 
em virtude da presença de altas concentrações de sais biliares e citrato de 
sódio, é altamente seletivo para estes dois gêneros de bactérias enteropatogê- 
nicas e permite a diferenciação das suas colônias das de outras bactérias Gram- 
negativas intestinais que eventualmente se desenvolvam. Isto porque este 
meio contém lactose e um indicador de pH (vermelho neutro) que permite 
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Fig. 5.1 No meio de MacConkey (a) as colônias de E. coli, lactose (+), se apresentam vermelhas, conseqüência da 
produção de ácidos e da mudança do indicador para vermelho, enquanto colônias da espécie lactose (-), como 
Proteus mirabilis, mantêm sua cor original. Já no meio de CLED (b) os ácidos produzidos pelas colônias de E. coli, 
lactose (+), viram o indicador azul de bromo timol para amarelo, enquanto as de Proteus mirabilis, lactose (-), não 
são capazes de modificar a cor original verde do meio. (Cortesia de Rubem Clayton da Silva Dias.) 


identificar presuntivamente as colônias de bactérias destes gêneros, pois eles 
tipicamente não utilizam este carboidrato. Além disso, é possível a diferen- 
ciação das colônias destes dois gêneros, pois as salmonelas formam colônias 
que apresentam um centro negro, em função da reação do sulfeto de hidro- 
gênio (H,S) produzido pelas bactérias a partir da utilização do tiossulfato de 
sódio como fonte de enxofre (S), com íons ferro, do citrato férrico, um outro 
componente deste meio de cultura. 

O ágar-sangue é um ágar nutriente acrescido de sangue desfibrinado de 
carneiro, com o objetivo de enriquecer a sua composição e propiciar o desen- 
volvimento da maioria das bactérias patogênicas de importância médica. O 
sangue, além de conter nutrientes considerados fatores de crescimento para 
muitos microrganismos considerados fastidiosos, confere uma característica 
diferencial ao meio, que é a de identificar bactérias produtoras de hemo- 
lisinas, ou seja, substâncias extracelulares capazes de lisar as hemácias do 
meio de cultura, provocando o aparecimento de um anel claro ao redor da 
colônia (Fig. 5.2). 


Meios de Enriquecimento 


São meios preparados para favorecer a multiplicação dos microrganismos 
de interesse, quando estes estão presentes em pequeno número em relação à 
microbiota de acompanhamento que se encontra em maior número. Alguns 


Ee... cc .ô..osoeee mma ———— —— — mamae me 


TÉCNICAS DE ISOLAMENTO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS 135 








Fig. 5.2 Meio de ágar-sangue, com colônias de Streptococcus do grupo G apresentando halo 
de hemólise ao seu redor. (Cortesia de Ivi Cristina M. de Oliveira.) 


destes meios são chamados de meios de enriquecimento seletivo, pois, além de 
propiciarem o desenvolvimento do microrganismo de interesse, eles inibem 
total ou parcialmente a microbiota de acompanhamento. Estes meios de 
cultura são amplamente utilizados em microbiologia médica e de alimentos, 
como o caldo tetrationato empregado no isolamento de importantes entero- 
patógenos a partir de amostras de fezes ou de alimentos. O caldo tetrationato 
possui bile, que estimula o crescimento das salmonelas, e vários agentes sele- 
tivos com diferentes funções, como o verde-brilhante, que inibe as bactérias 
Gram-positivas, e o tetrationato, que inibe os coliformes e outras bactérias 
entéricas. Após a incubação da amostra neste meio de enriquecimento sele- 
tivo, pequenas porções deste são repicadas em meios seletivos ou seletivo- 
indicadores, como o ágar-SS citado anteriormente, sendo observado que este 
enriquecimento prévio aumenta consideravelmente a possibilidade de achado 
de colônias sugestivas de serem salmonelas. 

Na área de microbiologia do solo também é comum o uso dos meios de 
enriquecimento. Um exemplo fácil de ser entendido é quando se pretende 
isolar do solo microrganismos capazes de degradar a celulose. Neste caso 
pode ser utilizado um meio de cultura contendo uma solução de sais mine- 
rais e uma tira de papel de filtro de celulose como única fonte de carbono. 
Os tubos que contêm o meio são inoculados com grumos de solo e são incu- 
bados a uma temperatura adequada. Após certo período de tempo, poder-se-á 
observar a colonização do papel de filtro com microrganismos celulolíticos. 
O método é fundamentado no princípio de que apenas os microrganismos 
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celulolíticos serão capazes de crescer no meio que contém a tira de papel de 
filtro como única fonte de carbono e energia. 


ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS EM CULTURA PURA 


“Dentre as técnicas conhecidas para o isolamento de microrganismos em 
(cultura pura, as mais comumente utilizadas são à técnica do esgotamento | 
e a técnica das diluições em placas.| Ambas se baseiam no princípio de que 
uma célula microbiana isolada, quando depositada em meio de cultura 
sólido adequado, dará origem a um agrupamento macroscopicamente visível 
chamado de(colónia) Assim sendo, a colónia é um conjunto de células idén- 
ticas que tem como origem uma única célula ou esporo. No caso particular 
de bactérias que formam agrupamentos, como os estafilococos e os estrepto- 
cocos, a colónia pode ser proveniente de um destes agrupamentos de células 
semelhantes, ao passo que no caso específico de bactérias ou fungos filamen- 
tosos a colónia também poderá ser proveniente de um fragmento de hifa. 

A técnica das diluições em placa'tem uma dupla aplicação, podendo ser 
utilizada tanto para o isolamento como para a contagem de microrganismos 
(ver item Método das diluições em placas). Já a técnica do esgotamento / 
consiste em semear, com o auxílio de uma alça de inoculação, uma porção d. da 
“suspensão de microrganismos, fazendo na superfície do meio uma sequência 
de estrias não sobrepostas, que vão das bordas para o centro da placa, em três 
setores distintos como esquematizado na Fig. 5.3a, de modo que a quantidade 
de material contida na alça seja progressivamente menor. Desta maneira, 
ao final do procedimento, as células microbianas contidas na alça irão se 
depositar na superfície do meio separadamente umas das outras. Após incu- 
bação por tempo e temperatura adequados, cada célula isolada dará origem 
a uma colônia isolada. Na Fig. 5.3b observa-se o aspecto da placa estriada, 
após incubação. 

O sucesso do procedimento será garantido levando-se em conta as seguintes 
observações: 








1, Realizar o maior número de estrias possíveis. 

2. Não perfurar ou rasgar o meio de ágar. 

3. Não voltar com a alça sobre as estrias, sobrepondo-as. 

4. Iniciar a semeadura com uma pequena quantidade de material na alça de 
inoculação. 


Existem algumas variantes desta técnica, porém o princípio básico é sempre 
o mesmo, tentar esgotar o material ao longo das estrias de modo a depositar 
células isoladas no meio sólido, que darão origem a colônias isoladas. Cada 
colônia isolada obtida poderá ser então passada para um meio de cultura 
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Fig. 5.3 Técnica do esgotamento para a obtenção de cultura pura: (a) modo de espalhamento do inóculo; (b) 
aspecto da placa estriada após incubação. Notar a presença de crescimento confluente na região correspondente ao 


início do procedimento e de colônias isoladas no final do processo. 


novo, de modo a se obter uma cultura pura, contendo células idênticas que, 
por exemplo, quando coradas ao Gram deverão apresentar a mesma morfo- 
logia celular e tintorial (Fig. 5.11). 


CONTAGEM DE MICRORGANISMOS 


Os diversos métodos existentes para a contagem de microrganismos podem 
ser divididos em dois grupos principais, aqueles que quantificam o número 
de células e aqueles que quantificam a massa celular. Além disso, alguns 
métodos determinam as células viáveis (somente as vivas), enquanto outros 
determinam as células totais (vivas e mortas). Alguns dos principais métodos 
serão descritos a seguir. 


Contagem em Placas 


Este é o principal método de contagem de células viáveis. É um método 
demorado, visto que é necessário aguardar a multiplicação de uma célula 
isolada no meio sólido, de modo que esta forme uma colônia macroscopica- 
mente visível, a ser contada. Pode ser utilizado tanto para materiais com alta 
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concentração microbiana, neste caso sendo utilizado o método das diluições 
seriadas, como também para materiais líquidos com pouca concentração 
microbiana, nos quais o método da filtração é o mais apropriado. 


MÉTODO DAS DILUIÇÕES EM PLACAS 
Também conhecido como método das diluições seriadas, serve tanto para 
o isolamento como para a contagem de microrganismos. Pode-se partir de 
uma determinada amostra, que pode ser solo, alimento, urina, ou outro mate- 
rial qualquer. Inicialmente, no caso de amostras sólidas, em pó, ou muito 
viscosas, é feita uma homogeneização inicial, e a partir desta são preparadas 
“diluições sucessivas em tubos (Fig. 5.4). Estas diluições são feitas geralmente 





Cada tubo 
contém 9 mL 
de salina 





Amostra 


1/10 1/100 1/10? 1/10* 1/10* 1/10º 
1 0) (1 n (1 y (1 | (1 V (10°) 


0 


KA 3 colônia 


Diluição ——* 


Plaqueamento 
de 1 mL de cada 
diluição 








Numero + 28:10 de —— 
ou gem impossível ' 
36 x 10* 2 3,6 x 10* UFC/mL da amostra original 


Fator de diluição 


Fig. 5.4 Método das diluições em placas — a partir de uma amostra líquida (água, leite, urina ou outra), ou 
da homogeneização inicial da amostra em um diluente apropriado (solo, talco, carne ou outro) são realizadas 
diluições sucessivas, nas quais 1 mL de cada diluição é adicionado a 9 mL de salina, em sequência. Após 
plaqueamento e incubação, é feita a contagem na placa onde o número de colônias é mais apropriado. No 
exemplo da figura a contagem foi na diluição de 10^, onde foram contadas 36 colônias, o que corresponde a 
36 x 10* UFC/mL da suspensão original. (UFC = unidades formadoras de colônias.) 
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em salina ou soluções tamponadas, e são diluições sequenciais, na razão de 
1 para 10, de modo a se obter diluições 1/10 ou 107, 1/100 ou 10, 1/1.000 
ou 10”, ou superiores (Fig. 5.4). Em seguida, procede-se ao plaqueamento, ou 
seja, distribuição homogênea de uma al 

sólido adequado, de modo que após incubação, por tempo e temperatura 
adequados, as células ou pequenos agrupamentos de células idênticas espa- 
lhadas cresçam isoladamente dando origem a colônias que serão contadas na 
diluição apropriada e, portanto, chamadas de unidades formadoras de coló- 
nias (UFC). Evidentemente, nos tubos muito diluídos não teremos células 
suficientes, ao mesmo tempo em que nos tubos muito concentrados teremos 
excesso de células, e assim sendo não será possível se fazer uma contagem 
adequada nas respectivas placas. O ideal é que cada placa escolhida para a 
contagem contenha um número considerado significativo no método em 
questão, o que para bactérias, em geral, é de no mínimo 20-30 colônias e 
no máximo 200-300 colônias. Para que os resultados obtidos sejam estatis- 
ticamente válidos, sugere-se que sejam preparadas pelo menos três placas- 
réplica para cada diluição. Após os cálculos adequados, levando-se em conta 
os volumes utilizados, e as diluições empregadas, determina-se o número de 
microrganismos presentes em um determinado peso ou volume do material 
inicial (Fig. 5.4). 

O método das diluições em placas permite duas variantes: inoculação em 
superfície e inoculação em profundidade. No método does nalhamento em 
superfície o inóculo, geralmente de 0,1 a 1,0 mL, é espalhado uniformemente 
na superfície do meio já solidificado, com o auxílio da alça de Drigalsky, de 
modo a separar ao máximo as células microbianas presentes. Neste caso só 
crescerão colônias na superfície do meio sólido (Fig. 5.5a). 

Já no método do espalhamento.em profundidade (pour plate) o inóculo, 
geralmente de 1,0 mL, é adicionado ao fundo da placa estéril, vazia, e O 
meio de cultura contendo ágar, ainda líquido, mantido a cerca de 40-45*C, 
é vertido sobre ele. A homogeneização do inóculo com o meio é feita através 
de movimentos rotacionais suaves (Fig. 5.5b). É preciso garantir que o meio 
não solidifique antes da homogeneização nem fique muito quente para não 
matar as células microbianas. As colônias crescerão não só na superfície, 
como também no interior do meio de cultura. 








MÉTODO DA FILTRAÇÃO 


É utilizado para materiais líquidos onde se espera uma pequena quanti- 
dade de microrganismos, como, por exemplo, a água de abastecimento das 
cidades, que apresenta um baixo número de bactérias, pois é previamente 
tratada com cloro. Neste método, volumes de cerca de 100 mL da amostra são 


Adição do inóculo à 


inicial 
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O Espalhamento em superfície 








Espalhamento do inóculo em 1Após incubação, observação 


superfície do meio de toda a superfície do meio com das colônias crescidas na 
cultura sólido auxílio de alça de Drigalsky superfície do meio de cultura 
Suspensão () Espalhamento em profundidade 





Adição do inóculo ao Adição do meio de Homogeneização do Após incubação, observação 
fundo da placa vazia, cultura fundido inóculo com o meio das colônias crescidas tanto na 
estéril através de movimentos superfície como no interior do 
suaves ágar solidificado 


Fig. 5.5 Técnicas de inoculação das suspensões microbianas para a contagem e isolamento de microrganismos: 
métodos de espalhamento em superfície (a) e em profundidade (pour plate) (b), apropriados para a contagem de 
microrganismos viáveis em placa. O inóculo é obtido como descrito na Fig. 5.4. 


filtrados em uma membrana porosa adequada, que deverá reter os micror- 
ganismos. Em seguida, ela é colocada na superfície de uma placa contendo 
meio de cultura. A difusão dos nutrientes pela membrana permite que os 
microrganismos retidos se multipliquem e formem colônias, que poderão 
então ser contadas. Nesta técnica, em virtude do tamanho da membrana 
filtrante, são consideradas significativas as contagens em placas que apre- 
sentem de 20 a 200 colônias. É importante lembrar que, também neste caso, 
o método exige que se trabalhe com réplicas para que os resultados possam 
ser estatisticamente válidos (Fig. 5.6). 


CONTAGEM DE MICRORGANISMOS DO AR 


Diferentes metodologias são propostas para quantificação dos microrga- 
nismos no ar. Alguns métodos são bastante simples, como o “método da expo- 
sição de placas”. Neste caso as placas são expostas ao ar do ambiente por um 
determinado período de tempo, quando os microrganismos se depositam pela 
ação da gravidade sobre o meio de cultivo. As colônias que se desenvolverem 
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Fig. 5.6 Método da filtração para a contagem de bactérias. Neste exemplo uma amostra 

de 100 mL de água foi filtrada e a membrana utilizada colocada na superfície de um 

meio sólido diferencial apropriado. As bactérias retidas na membrana se desenvolveram e 
formaram colônias com diferentes características. Podem ser observadas colônias vermelho- 
escuro com brilho metálico, típicas de E. coli, bem como outras de coloração variada, e sem 
brilho metálico, sugestivas de coliformes. (Cortesia de Baktron Microbiologia Ltda.) 


poderão, então, ser contadas. Apesar da sua simplicidade, este método, por 
todas as suas imprecisões técnicas e por não quantificar os microrganismos 
em relação ao volume de ar, não é muito recomendável. É possível também 
fazer a impactação, ou borbulhamento, de um volume definido de ar em um 
diluente, e depois quantificar os microrganismos capturados pelo líquido 
pelo método de contagem em placa. Embora apresente vantagens em relação 
ao anterior, o método é muito trabalhoso, sendo também, pouco utilizado. 
Outro método sugerido é a filtração de um volume definido de ar através de 
uma membrana, e a posterior quantificação dos microrganismos de forma 
semelhante ao método descrito no item Método da filtração. Contudo, este 
método apresenta a desvantagem de expor os microrganismos capturados 
na membrana a um fluxo elevado de ar, que, por sua ação desidratante, pode 
determinar a morte de muitos deles. 

O método considerado mais adequado para contagem de microrganismos 
no ar é o de impactação em um meio sólido, que emprega um equipamento 
chamado de amostrador de Andersen (ver Capítulo 3). Neste, uma corrente 
de ar de alta velocidade incide sobre a superfície de um meio de cultura 
sólido que capturará as partículas de ar contendo os microrganismos. A placa 
contendo o meio é incubada, e o número de colônias que se desenvolvem 
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poderá ser quantificado e correlacionado ao volume analisado. O modelo mais 
completo deste equipamento faz a passagem sucessiva da corrente de ar por 
seis placas de meio de cultura, e, como em cada um destes estágios são captu- 
radas partículas com tamanhos diferentes, é possível correlacioná-las com a 
sua penetração no trato respiratório, ou seja, partículas “grandes” ficariam 
retidas nas fossas nasais, enquanto partículas muito pequenas chegariam até 
os alvéolos pulmonares. Com isso, é possível avaliar o risco à saúde dos indi- 
víduos expostos ao ar destes ambientes, sendo este método muito utilizado 
na investigação e no controle de doenças relacionadas à baixa qualidade do 
ar, como a “síndrome dos edifícios doentes”. 


Contagem Direta em Câmara de Contagem 


Neste método a suspensão microbiana em questão, que deverá ser bastante 
densa para garantir resultados significativos, é colocada em uma lâmina espe- 
cial, dentro de um poço com dimensões conhecidas, cujo fundo é quadri- 
culado. Após a adição de uma lamínula, ela é levada ao microscópio para a 
realização da contagem direta das células em vários campos visuais. O número 
de células totais será a média das contagens obtidas nos diversos campos, 
multiplicada por um fator que correlaciona a contagem obtida ao volume 
de suspensão analisado. Este método fornecerá a contagem total de células 
vivas e mortas, e não se aplica a qualquer microrganismo. Assim sendo, não 
será possível utilizá-lo para a contagem de fungos ou bactérias filamentosas. Há 
também dificuldade em realizar contagem de seres móveis, como certas bacté- 
rias e protozoários, porém a grande vantagem é a rapidez do resultado, que é 
imediato, dispensando incubações. Um dos exemplos mais comuns de câmaras 
de contagem é a câmara de Petroff-Hausser, exemplificada na Fig. 5.7. 

A contagem direta também pode ser realizada utilizando-se contadores 
eletrônicos de partículas, do tipo “Coulter”, muito conhecidos em laborató- 
rios clínicos, por serem utilizados para contagem de células do sangue. Este 
equipamento pode registrar a magnitude e duração de mudanças de condu- 
tividade de uma suspensão de células bacterianas à medida que as mesmas 
passam através de um pequeno orifício. Desta maneira podem ser registrados 
o número e a distribuição do tamanho de uma população de células. É um 
método rápido, porém apresenta como inconveniente a possibilidade de 
partículas inanimadas poderem ser tratadas erroneamente como células. 


Método do Número Mais Provável 


Esta é uma técnica estatística na qual volumes da amostra original, em 
geral 10 e 1 mL, ou volumes correspondentes às suas diluições decimais, em 
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Área quadriculada contendo 
25 quadrados grandes 


Lamínula 


Lámina 





Observacáo microscópica: 
É feita a contagem em vários quadrados 
grandes e considerada a média de células 
contadas. No exemplo acima são 10 
células no quadrado central 


Lamínula Suspensáo 
bacteriana 


Lámina 
Contagem final: 

10 células x 25 quadrados grandes estão 
contidos em 0,02 mm", portanto existem 


1,25 x 10! células/mL na suspensão 
bacteriana 





Poço contendo a suspensão bacteriana, 
com volume total de 0,02 mm? 
(0,02 mm de altura e 1 mm? de área quadriculada) 


Fig. 5.7 Contagem microscópica direta, em câmara de Petroff-Hausser. 


geral 0,1 e 0,01 mL, são inoculados em séries de tubos contendo um meio de 
cultura líquido apropriado. Comumente são empregadas três ou cinco séries, 
de cinco tubos cada, nas quais são inoculadas réplicas correspondentes de 
cada volume ou diluição da amostra original. Após incubação pelo tempo 
apropriado, conta-se o número de tubos nos quais é observado crescimento, 
ou uma reação diferencial típica, como a mudança da cor do indicador de pH 
ou a produção de gás, em cada um dos tubos de cada série. Com o número 
obtido pela combinação do número de tubos positivos de cada série pode-se 
determinar o número mais provável de microrganismos na amostra, a partir 
da consulta de tabelas específicas. Este método é bastante útil para contagem 
de microrganismos que apresentam uma determinada característica metabó- 
lica. A atividade nitrificante ou celulolítica pode ser empregada para quanti- 
ficação destes grupos de microrganismos em amostras de solo, ou a produção 
de gás a partir da fermentação da lactose pode ser utilizada na contagem de 
coliformes fecais e totais em água e alimentos. Sendo um método estatís- 
tico, os resultados obtidos garantem apenas 95% de probabilidade de que o 
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número de microrganismos determinados na análise corresponda ao número 
real de microrganismos presentes na amostra (Fig. 5.8). 


Turbidimetria 


Este é um método indireto no qual são contadas células totais, a partir da 
turvação observada no meio líquido onde ocorre o crescimento microbiano. 
Dentro de certos limites, quanto maior o número de células presentes, 
maior a turvação do meio. Aplica-se apenas a microrganismos capazes 
de crescer em células isoladas, não se prestando, pois, para fungos ou 
bactérias filamentosas. Para esta contagem é preciso que seja obtida uma 


Experimento Tabela estatística 


TIS 


do NMP (parcial) 


l 1 ` | 7 EE 
1 ` | | l 7 Er 
Tubos positivos 


Tubos contendo meio nutriente adequado Inóculo em cada grupo 





Fig. 5.8 Método do número mais provável (NMP) - são montadas três séries de cinco tubos cada, contendo o 
meio líquido apropriado; cada série é inoculada com quantidades ou diluições decrescentes da amostra (1º série 
com 1 mL da amostra; 2º série com 1 x 107 mL da amostra; 3º série com 1 x 10? mL da amostra). Após incubação, 
faz-se a contagem do número de tubos nos quais foi observado crescimento microbiano (“tubos positivos”) em 
cada grupo, e, com o número obtido pela combinação de tubos positivos das séries, observa-se, numa tabela 
estatística, o número mais provável de microrganismos na amostra analisada. No exemplo da figura observou-se 
o crescimento em 4, 2 e 1 tubos de cada série, respectivamente, o que correspondeu, na tabela, ao número mais 
provável de 26 microrganismos por 100 mL da amostra analisada. 
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curva-padrão para cada microrganismo estudado, onde será relacionado o 
número de células conhecido com a turvação correspondente. O aparelho 
mais comumente utilizado para este tipo de procedimento é o espectro- 
fotômetro, ou colorímetro. Este emite um feixe de luz que atravessa a 
suspensão microbiana, atingindo uma célula fotoelétrica. Quanto menos 
células o feixe encontra no caminho, maior a quantidade de luz que 
atinge a célula fotoelétrica. A unidade de medida da turvação é chamada 
de absorbância, ou também de densidade ótica. Este método também não 
é muito sensível, exigindo um número mínimo de células bastante alto 
para ser significativo. Entretanto, por outro lado, é rápido, fácil e não 
destrói a amostra (Fig. 5.9). 

A escala de McFarland também é considerada um método turbidimé- 
trico e utiliza uma escala de turvação baseada numa suspensão de sulfato 
de bário, um sal insolúvel. Neste caso adquire-se um conjunto de tubos 
lacrados contendo suspensões do referido sal em quantidades crescentes, 
em que quanto maior a quantidade do sal, maior a turvação da suspensão 
(Fig. 5.10). A medida é feita por uma comparação visual entre as turva- 
ções da escala de McFarland e a turvação da suspensão microbiana. Existe 
uma equivalência, descrita pelo fabricante, entre a densidade ótica de 
cada tubo da escala e a concentração de bactérias ou leveduras presentes 
na suspensão. 
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Fig. 5.9 Método turbidimétrico para a medida do crescimento bacteriano — os raios 
luminosos que incidem nas células bacterianas sáo dispersos, enquanto os outros, 

náo dispersos, sáo detectados em uma célula fotoelétrica e registrados em termos de 
percentagem de luz transmitida. O ensaio em branco consiste na medida da luz que 
atravessa o meio sem bactérias. Quanto maior o número de células bacterianas, menor a 
quantidade de luz que alcanca o detector. 
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Fig. 5.10 Escala de MacFarland - quantidades crescentes de sulfato de bário fornecem 
turvações crescentes. 


Peso Seco 


Pode ser utilizado para qualquer microrganismo, mas é especialmente 
útil para microrganismos filamentosos, incluindo bactérias e fungos, cuja 
contagem não pode ser determinada por outros métodos. Neste caso, a massa 
de células é obtida por filtração ou centrifugação, após o que é lavada e seca 
em forno ou dessecador, até peso constante. 


Atividade Metabólica 


Este método considera que a quantidade de produtos excretados através do 
metabolismo microbiano é proporcional ao número de células presentes. O 
produto a ser medido pode ser um ácido, proteínas, DNA, ou outro produto 
metabólico qualquer, como, por exemplo, o CO,. O método também exige, 
para a contagem, uma curva-padrão para cada microrganismo estudado, onde 
será relacionado o número de células conhecido com a quantidade determi- 
nada do produto excretado. 
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PARTE II — PRÁTICA 





TÉCNICA DO ESGOTAMENTO PARA A OBTENÇÃO DE CULTURA 
PURA. CONTAGEM DE BACTÉRIAS PELO MÉTODO DAS 
DILUIÇÕES EM PLACAS 


OBJETIVOS 


MATERIAIS 


PROCEDIMENTOS 


Mostrar ao aluno os métodos de obtenção de cultura pura. 

Treinar o aluno na execução da técnica de esgotamento. 

Mostrar ao aluno os diversos métodos de contagem de microrganismos. 
Treinar o aluno na execução da contagem de bactérias pelo método das 
diluições em placas. 


Tubos contendo suspensão mista de Serratia marcescens + Micrococcus luteus 
(diluição adequada) 

Placas de ágar simples 

Alça de inoculação 

Lâminas 

Bateria para a coloração de Gram 

Tubos de ágar simples inclinado 

Tubos com salina estéril 

Tubos contendo suspensão de E. coli para contagem 

Pipetas para inoculação 

Tubos contendo 9 mL de salina estéril para o preparo das diluições sucessivas 
Agitador Vortex para homogeneização das diluições 


1? Parte. Técnica do esgotamento para o isolamento de bactérias (obtenção 


de cultura em meio sólido). 


1. Utilizar a suspensão mista de bactérias (Serratia marcescens + Micrococcus 


luteus) a ser distribuída pelo professor. 


2. Flambar a alça e retirar com ela uma pequena porção (gota) da suspensão 


mista de bactérias; semeá-la sobre a superfície de um meio sólido (ágar 
simples) em placa. A semeadura deve ser feita por estrias, de acordo com 
o esquema da Fig. 5.3, na seguinte sequência (técnica do esgotamento): 1º 
operação — colocar a pequena porção do inóculo na superfície do meio e 
passar a alça em ziguezague sem tocar no meio já semeado, cobrindo um 
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LA 


terço da placa. 2º operação — mudar a direção do estriamento para a segunda 
região da placa, com o mesmo cuidado da região 1, cobrindo outro terço. 
3º operação — mudar a direção do estriamento para a parte final do meio, 
sem tocar a superfície já semeada. 


. Incubar as placas a temperatura ambiente por, no mínimo, 48 horas. 


22 Parte. Contagem de bactérias pelo método das diluições em placa. 


. A partir da suspensão bacteriana de E. coli a ser contada, realizar as diluições 


sucessivas, de 10” até 107, da seguinte maneira: transferir 1 mL da suspensão 
original para tubo contendo 9 mL de salina estéril. Homogeneizar. Esta é a 
diluição de 10”. A partir deste tubo repetir o procedimento para obter os tubos 
com as diluições 102, 103, e assim sucessivamente até 107. 


A partir de cada diluição, proceder à inoculação de 0,1 mL em cada uma 


das três placas-réplica contendo meio de ágar simples. 


. Espalhar o inóculo com o auxílio de uma alça de Drigalsky. 
. Incubar as placas a 37°C durante 24-48 horas. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


pá, 


LA 


12 Parte. Método do esgotamento: obtenção de cultura em meio sólido. 


. Observar o aparecimento de colônias isoladas nas placas de ágar simples 


semeadas. Notar o aparecimento de dois tipos diferentes de colônia. 
Observar cor, forma, tamanho, bordas etc. 


. Para a obtenção da cultura pura, retirar, com a agulha flambada, uma porção 


de uma colônia escolhida e transferir assepticamente para um tubo de ágar 
simples inclinado, fazendo uma estria na superfície deste, Incubar a 37°C 
durante, pelo menos, 24 horas. 


. Após este tempo, observar a cultura crescida no tubo de ágar simples incli- 


nado, verificando sua pureza pelo aspecto homogêneo. Confirmar a pureza, 
realizando uma coloração de Gram e observando a mesma forma e reação 
ao Gram de todas as células observadas. Um resumo do procedimento pode 
ser observado na Fig. 5.11. 


22 Parte. Contagem de bactérias pelo método das diluições em placa. 


. Observar as placas correspondentes às diferentes diluições. 
. Selecionar aquelas correspondentes à diluição que tenha fornecido colônias 


isoladas, que possam ser contadas, preferencialmente, entre 25 e 250. 


. Contar as colônias encontradas nas trés placas-réplica. 
. Tirar uma média das três determinações, multiplicar pela diluição corres- 


pondente, corrigir o volume do inóculo e obter o resultado final em número 
de células/mL da suspensão original. 
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Fig. 5.11 Resumo do procedimento para a 
obtenção de uma cultura pura: (a) esgotamento 
de uma mistura de duas bactérias, uma Gram- 
positiva e outra Gram-negativa; (b) passagem 
da colônia isolada para ágar inclinado com 

a obtenção de cultura pura; (c) Gram do 
crescimento correspondente às duas bactérias 
ainda misturadas; (d) Gram do material obtido 
da cultura pura. 
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INTRODUÇÃO 


As colorações simples, diferenciais ou estruturais, mesmo se combinadas 
com diferentes tipos de cultivo e observação das características das colônias, 
não são, muitas das vezes, suficientes para a identificação de bactérias isoladas. 
Desta forma, devemos lançar mão de outras técnicas ou metodologias que, 
combinadas com as outras características descritas anteriormente, possibi- 
litem determinar com precisão qual a bactéria com que se está trabalhando 
e/ou pesquisando. 

Os testes bioquímicos (também conhecidos como provas bioquímicas) 
são amplamente utilizados em associação com os resultados obtidos através 
da coloração e cultivos, servindo como prova definitiva na identificação das 
bactérias isoladas, visto que as propriedades metabólicas são únicas para 
cada espécie. Esta classificação das bactérias em relação às suas características 
bioquímicas se dá porque os microrganismos apresentam tipos diferentes 
de vias metabólicas para obtenção de energia (fermentação, respiração ou 
ambos), bem como podem possuir enzimas específicas utilizadas no processo 
de metabolização dos diferentes substratos contidos nos meios de cultivo. 
Mesmo bactérias com alto padrão de similaridade podem ser caracterizadas 
e isoladas por testes bioquímicos que avaliam a presença ou ausência de 
enzimas envolvidas nos processos catabólicos. 

Os testes bioquímicos para identificação dos microrganismos podem ser 
divididos em dois grupos principais: tipos de metabolismo e atividade enzimá- 
tica. Dentre os principais testes realizados para identificação bioquímica de 
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bactérias, e que serão tratados neste capítulo, podem ser citados: fermentação 
de carboidratos, teste da catalase, teste de utilização de citrato, presença de 
descarboxilases (lisina, ornitina e arginina descarboxilases), teste da urease, 
teste da p-galactosidase (ONPG), liquefação de gelatina (gelatinase), produção 
de HS (gás sulfídrico), teste do indol, teste do vermelho de metila (VM), 
teste Voges-Proskauer (VP), redução de nitrato, teste oxidação/fermentação 
(O/F) e hidrólise do amido. Um outro teste, embora não fundamentado em 
reações bioquímicas, que também envolve um grande dispêndio de energia, 
é o teste da motilidade, o qual é de grande utilidade na distinção de gêneros 
e espécies bacterianas e, por isso, também relacionado neste capítulo, junta- 
mente com a prova do gás sulfídrico. 

Após a análise de todos os testes bioquímicos, expressados na maioria 
das vezes como positivo ou negativo, os resultados poderão ser agrupados e a 
bactéria identificada de acordo com as suas características já preestabelecidas 
através de esquemas de identificação. 


METABOLISMO MICROBIANO 


Os organismos vivos realizam inúmeras reações químicas utilizando-se 
de compostos orgânicos e inorgânicos oriundos da natureza com a finali- 
dade primordial de produção de energia para realizar trabalho. Desta forma, 
poderíamos definir metabolismo como o somatório de todas essas reações 
químicas celulares, sendo o metabolismo como fonte de obtenção de energia 
a chave para a manutenção da vida. O metabolismo é a soma dos processos 
anabólicos (anabolismo), também conhecidos como processos sintéticos, e os 
processos catabólicos (catabolismo), estes os grandes responsáveis pela geração 
de energia obtida através da quebras de moléculas doadoras de energia, como 
por exemplo, a metabolização de carboidratos (monossacarídeos, dissacarí- 
deos ou polissacarídeos). 

Os microrganimos podem ser classificados de acordo com a forma como 
obtêm energia. Eles podem ser divididos em dois grandes grupos: autotróficos 
e heterotróficos (Fig. 6.1). 

Dentre os organismos heterotróficos, estão os organismos quimioeterotró- 
ficos que obtêm sua energia através da metabolização de compostos orgá- 
nicos, em que se destaca a utilização dos açúcares como moléculas altamente 
energéticas. 

Os microrganismos podem obter energia a partir dos açúcares (princi- 
palmente a glicose) através do metabolismo anaeróbico (glicólise e fermen- 
tação) e/ou do metabolismo aeróbico (respiração), no qual teremos a oxidação 
completa do açúcar através do ciclo de Krebs (ciclo do ácido tricarboxílico), 
envolvendo ainda o transporte de elétrons e fosforilação oxidativa. 
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Mixotróficos 





Fig. 6.1 Principais tipos de metabolismo capazes de fornecer e captar energia. 


É por intermédio deste grande conjunto de reações catabólicas, presente nos 
processos anteriormente citados, que podem ser feitas classificações e identifi- 
cações dos microrganismos, sejam elas pela geração de produto a partir de um 
substrato, seja pelo consumo de determinado substrato, ou ainda, pela detecção 
de enzimas específicas necessárias para a realização de reações envolvidas nos 
processos catabólicos, como veremos mais adiante neste capítulo. 


Metabolismo Anaeróbico 


GLICÓLISE (VIA EMBDEN-MEYERHOF) 


A via catabólica de maior utilização pela maioria dos organismos capazes de 
gerar O seu próprio alimento, como os que utilizam fontes externas prontas 
visando à obtenção de energia sob a forma de ATP, é a glicólise. Esta via é de 
extrema importância, pois é realizada tanto por microrganismos aeróbios 
como por anaeróbios em virtude de não requerer a presença do oxigênio, e, 
por isso, ser conhecida como a fase anaeróbica da via glicolítica. 

A via completa de utilização da glicose é composta de 10 etapas (Fig. 6.2), 
as quais basicamente poderíamos agrupar em três grandes etapas: 


e ETAPA I: Reações preparatórias — na qual ocorrem a fosforilação do subs- 
trato com consumo de ATP e a quebra da molécula de seis carbonos em 
duas de três carbonos. 
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* ETAPA II: Oxidação — na qual teríamos a geração de ATP e piruvato. 
e ETAPA III: Síntese dos produtos de fermentação — no caso de processos 
fermentativos. 


Como podemos observar, a glicólise fornece um saldo positivo de 
duas moléculas de ATP e duas moléculas de NADH para cada molécula 
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Fig. 6.2 Fase citosólica da glicólise (via Embden-Meyerhof) destacando os seus três estágios principais: I — reações 
preparatórias, II — oxidação e III - redução. 
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de glicose oxidada. Apesar de a glicose ser a principal fonte de energia 
de alguns microrganimos, outros açúcares como lactose, galactose etc., 
também podem ser utilizados devido a presença de enzimas específicas 
capazes de transformar estes açúcares em um intermediário da via glico- 
lítica. Desta forma, o açúcar também é metabolizado até ácido pirúvico 
e, consequentemente, metabolizado aerobicamente ou fermentado pelas 
mesmas etapas descritas anteriormente. 


FERMENTAÇÃO 

No caso de microrganimos anaeróbicos ou anaeróbicos facultativos, o ácido 
pirúvico produzido pela via glicolítica pode continuar o processo metabólico 
na ausência de oxigênio, processo este conhecido como fermentação. Este 
processo, através da redução do piruvato, gera moléculas de NAD oxidado, 
que poderão ser novamente utilizadas no início da via glicolítica (ver Fig. 6.2), 
proporcionando, então, a metabolização de uma nova molécula de glicose. 

Existem vários tipos de fermentação, e estas diferenças são conhecidas pelo 
nome do produto final da via, a saber: 


1. Fermentação ácido-homolática: o ácido pirúvico é convertido exclusivamente 
em ácido lático, utilizando-se dos elétrons fornecidos pela molécula de 
NADH. Diferentemente de outros tipos de fermentação, este processo não 
gera formação de gás. Este tipo de fermentação é bastante utilizado na 
produção de queijos e derivados, porque ocorre frequentemente em lacto- 
bacilos. 

2. Fermentação alcoólica: o ácido pirúvico é convertido em gás carbônico (CO,) 
e acetaldeído, sendo este último reduzido a álcool etílico, também usando 
a molécula de NADH. Muito utilizado na produção de bebidas alcoólicas 
como vinho e cerveja e na panificação. 

3. Outros tipos de fermentação: ácido-mista (gerando ácido acético, ácido succí- 
nico, álcool etílico e CO,), propiónica (gerando ácido propriónico, ácido 
acético e CO,), butanodiólica (gerando butanodiol e CO,) e butírica-butílica 
(gerando ácido butírico, butanol, álcool isopropílico, acetona e CO,). 


VIAS ALTERNATIVAS DE UTILIZACAO DA GLICOSE 

Além do processo da glicólise, podemos encontrar em muitos microrga- 
nismos outros tipos de reações oxidativas para a utilização da glicose. A via 
alternativa mais comum é a via das pentoses, que pode funcionar concomitan- 
temente com a via glicolítica. Esta via é importante, pois proporciona a quebra 
não somente de açúcares de seis carbonos (hexoses como a glicose), mas 
também de cinco carbonos (pentoses - por isso denominada via das pentoses), 
e também por gerar a produção de pentoses importantes que poderão ser 








TESTES BIOQUÍMICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 157 


1 
CH;-C — S — CoA 


coo Léi 
| HOT CoA-SH 
- NADH + H c=0 22 NA coo 








q iu Y 
X 
ac y NAD 1 | N C 
— pl Lum T ouo. Tra 
. HO CH," Malato COO  sintase HO— C — coo HO 
COO 7 | “ desidrogenase Oxalacetato | 
- y COO COO 
| ho L-Malato | 
H—C CH, 
| Fumarase | - 
" COO C — COO 
umarato 
+ CH 
"TTT od - 
COO 
FAD * 


desidrogenase à; | ied 
i Gido 2 is-Aconitato 
€ SUR, Aconitase y HO 








e 
H—C-—CcOO 
CoA-SH | 
Succinil HO— C-—H 
, Sintetase Isocitrato - 
= a-Cetoglutarato desidrogenase COO 
mg COO Isocitrato 
| H, | COO "MAD" 
C CH | S. 
ü o O ha CH, ~ NADH 4 H' 
"E 4 a 
T (CoA-SH j * H—C— 600 


S PT CoA E ^ C — O | 
SucciniRCoA / 1^, | bn d C=0 
NADH HH c-coo ! | 

a-Cetoglutarato CO, 


desidrogenase Oxalossuccinato 


Fig. 6.3 Reações do ciclo de Krebs (ciclo dos ácidos tricarboxílicos). Notar a produção de três moléculas de 
NADH e uma molécula de FADH, que serão utilizadas subsequentemente na cadeia transportadora de elétrons. 
Além disso, há formação de energia (captada em guanosina trifosfato - GTP) na passagem de succinil-CoA para 
succinato, que posteriormente é transferido para a adenosina trifosfato (ATP). 


através da geração de moléculas de NADH, FADH, e GTP (que posteriormente 
transferem seus elétrons para o ATP, que será utilizado na fase seguinte do 
processo). 
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CADEIA DE TRANSPORTE DE ELÉTRONS E FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA 

Em sentido figurado, poderíamos comparar a cadeia de transporte de 
elétrons e fosforilação oxidativa a pequenas quedas-d'água colocadas em 
série, em que a água, caindo de um ponto mais alto até chegar ao seu ponto 
mais baixo, perderia “força”, a qual, sob a forma de energia liberada, poderia 
gerar trabalho como, por exemplo a rotação de um moinho. 

Na verdade, é exatamente isso que ocorre nesses processos, ou seja, a cadeia 
transportadora (também conhecida como cadeia respiratória) é composta por 
uma série de enzimas-proteínas (moléculas transportadoras) que são capazes 
de realizar reações de oxirredução. 

Existem três classes de moléculas capazes de realizar transporte as quais 
estão presentes na cadeia transportadora de elétrons: flavoproteínas (como a 
riboflavina ou vitamina B,), citocromos (que incluem citocromo b, citocromo 
C, citocromo c, citocromo a e citocromo az) e ubiquinonas ou coenzima Q 
(carreadores não-protéicos). 

Os elétrons carregados pelas coenzimas NADH e FADH, (provenientes da 
via glicolítica e do ciclo de Krebs), ao entrarem na cadeia transportadora, 
vão gradativamente liberando energia ao passarem de um nível de maior 
energia para um de menor energia. Esta energia liberada é então utilizada 
para a síntese de ATP a partir da junção de ADP + Pi (fosforilação oxidativa) 
pela enzima ATP-sintase ou F,F;-ATPase (Fig. 6.4). Como aceptor final dos 
elétrons temos o oxigênio molecular, que se torna reduzido formando água; 
portanto, todo o processo é dito aeróbico. 

A respiração aeróbica, em células eucarióticas, é um processo altamente 
rentável, pois a metabolização completa de uma molécula de glicose seria 
capaz de gerar um ganho final de 38 moléculas ATP, enquanto no processo 
fermentativo, teríamos a produção de apenas 2 moléculas de ATP, já que 
grande parte da energia original da molécula do açúcar permanece nas 
ligações químicas dos produtos orgânicos finais como o ácido lático ou 
o etanol. 





PARTE II - PRÁTICA 


TESTES BIOQUÍMICOS E ATIVIDADE ENZIMÁTICA 


Após analisarmos processos metabólicos para obtenção de energia nos 
microrganismos, passaremos a analisar os testes capazes de classificar esses 
microrganismos quanto às suas capacidades de utilização de substratos (o que 
inclui também a presença de enzimas específicas para utilização de determi- 
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Fig. 6.4 Esquematização do transporte de elétrons na cadeia respiratória e geração da molécula de ATP. Na 
membrana mitocondrial interna, após a passagem dos elétrons pelos complexos da cadeia respiratória, os prótons 
são bombeados para fora da matriz mitocondrial e retornam a ela, através de canais nas ATP-sintases (F, Fo), 
gerando energia para que ocorra a fosforilação do ADP, produzindo ATP (teoria quimiosmótica). 


nados substratos) como fonte doadora de energia, bem como quanto ao tipo 
de mecanismo utilizado para sua obtencáo. 


Fermentacáo de Carboidratos (Glicose, Lactose e Manitol) 


OBJETIVO 
Estes testes sáo utilizados para avaliar a habilidade de um microrganismo 
em fermentar vários carboidratos. Sáo particularmente úteis na identificacáo 
de bactérias entéricas Gram-negativas. 
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MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 
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Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples com diferentes fontes 
de açúcares; tubo de Durham; indicador vermelho de fenol; alça e agulha 
de platina. 


Como visto anteriormente, a fermentação é um processo metabólico no 
qual o aceptor final do elétron é uma molécula orgânica. A fermentação da 
glicose começa tipicamente com a produção de ácido pirúvico pela via glico- 
lítica. Algumas bactérias podem usar a via alternativa da via das pentoses ou 
a via de Entner-Doudoroff, entretanto em ambas as vias também ocorre a 
produção de ácido pirúvico. Vários produtos finais da fermentação podem 
ser produzidos a partir do ácido pirúvico, incluindo uma variedade de ácidos, 
gases como H, ou CO, e alcoóis, sendo que os produtos finais dependem exata- 
mente do organismo e do substrato fermentado, como podemos observar 
na Fig. 6.5. 

Os carboidratos frequentemente testados incluem adonitol, arabinose, 
glicose, inositol, lactose, melibiose, raminose, sorbitol e sacarose. Utiliza- 
remos como exemplo prático a capacidade de utilização da glicose, da lactose 
e do manitol. 


Para realização deste teste, o meio mais empregado é o meio líquido ou 
caldo vermelho de fenol. Este meio consiste em uma composição básica que 
inclui peptona, um indicador de pH (sendo que o mais comumente empre- 
gado é o vermelho de fenol, o qual se apresenta na cor amarela em pH abaixo 
de 6,8 ou na cor vermelha em pH acima de 7,4) e a presença de um único 
carboidrato fermentável. Além desses componentes básicos, um pequeno tubo 
de vidro, chamado de tubo de Durham, é colocado em posição invertida no 
fundo do tubo contendo o meio de fermentação de carboidratos. A função 
desse pequeno tubo é coletar o gás que é frequentemente um dos produtos 
do processo fermentativo. 

Com o auxílio de uma alça ou agulha, o material isolado a ser analisado 
é inoculado no meio, sendo este colocado para incubação a 35°C por 24- 
48 horas e, posteriormente, analisado quanto a mudança de cor do meio e 
produção de gás. 

A utilização deste meio com diferentes carboidratos permite a determinação 
de produtos finais da fermentação e também a capacidade de converter outros 
açúcares (p. ex., dissacarídeos como a lactose) em glicose. 
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Fig. 6.5 Fermentação de alguns dissacarídeos. Note que, apesar de os dissacarídeos possuírem composições 
diferentes, todos geram intermediários da via glicolítica que, após passagem por ela, geram um composto em 
comum - o ácido pirúvico -, que, através da fermentação, poderá gerar ácidos, álcool ou gases. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


A bactéria que fermenta um carboidrato produz ácido ou ácido e gás como 
produtos finais da reação. Os ácidos promovem uma diminuição do pH do 
meio, levando a uma viragem do indicador para amarelo, enquanto os gases 
(se produzidos) serão coletados sob a forma de bolhas no tubo de Durham. 
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Fig. 6.6 Resultados do teste de utilização de carboidrato. O indicador utilizado no meio 
foi o vermelho de fenol e a glicose como fonte de açúcar. A = açúcar positivo/gás positivo 
(observar a presença de bolhas dentro do tubo de Durham); B = açúcar positivo/gás 
negativo; € = tubo-controle não inoculado; D e E = açúcar negativo/gás negativo (observar 
a turbidez dos tubos, o que indica crescimento, embora não haja mudança de cor e/ou 
formação de gás). (A Photographic Atlas for the Microbiology Laboratory, de Michael 

J. Leboffe e Burton E. Pierce. Copyright? 1996, 1999 de Morton Publishing Company. 
Reimpressa com permissão.) 


Se a bactéria não fermenta o carboidrato, o meio permanecerá vermelho 
e não será observada a presença de bolhas no tubo de Durham. Isto ocorre 
porque os aminoácidos, fornecidos pela peptona, podem ser degradados por 
desaminação, liberando amônia (NH;) dentro do meio. O acúmulo de NH, 
aumenta o pH do meio deixando a sua coloração na cor inicial ou de um 
vermelho mais intenso. Esta reação alcalina pode ser produzida não só pela 
bactéria que não fermenta o carboidrato, mas também por aquelas que, após 
a exaustão do carboidrato no meio, mudam o seu metabolismo para utilizar 
outra fonte disponível no meio. Sendo assim, é importante que a leitura do 
teste não seja feita após 48 horas de inoculação para evitar perda de obser- 
vação da sua capacidade em produzir ácido. Os resultados podem ser vistos 
na Fig. 6.6. 

Este teste é frequentemente utilizado para distinguir bactérias fermen- 
tadoras de lactose, como Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Klebsiella 
pneumoniae, de bactérias não-fermentadoras de lactose, como Proteus vulgaris, 
Shigella flexnire e Salmonella typhimurium. 


Teste do Vermelho de Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP) 


OBJETIVO 


O teste do VM visa a identificar se a bactéria é capaz de produzir ácidos 
estáveis como produtos finais da fermentacáo mista da glicose, enquanto o 
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MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


teste de VP identifica organismos capazes de produzir acetoína a partir da 
degradação da glicose através da via butilenoglicólica. 


Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples (à base de peptona, 
glicose e tampão fosfato); indicador vermelho de metila; solução de a-naftol; 
solução de KOH; alça e agulha de platina. 


Conforme mencionado anteriormente, todas as bactérias produzem inicial- 
mente ácido pirúvico a partir da metabolização da glicose. Entretanto, algumas 
bactérias entéricas usam subsequentemente a via de fermentação ácida mista 
(Fig. 6.7 A) para metabolizar o ácido pirúvico, produzindo outros ácidos como 
o lático, o acético e o fórmico, sendo que outras bactérias entéricas utilizam 
também a via butilenoglicólica para produzir produtos neutros ao final da 
metabolização do piruvato (Fig. 6.7 B). 

Para testarmos a presença dessas vias, utilizamos um meio combinado 
- meio MR/VP (vermelho de metila/Voges-Proskauer), também conhecido 
como meio de Clarky Lubs - que inclui peptona, glicose e tampão fosfato. Os 
organismos capazes de produzir grande quantidade de ácidos estáveis após a 
metabolização da glicose levam a uma diminuição drástica do pH do meio. 

Em razão de muito microrganismos produzirem ácidos em um período de 
18 a 24 horas, mas continuarem a catabolizá-los até compostos mais neutros, 
este teste deve ser lido após um tempo de incubação de cerca de 2 a 5 dias 
para que se assegure a presença de ácidos estáveis. 


Com auxílio de uma agulha estéril, inocula-se o material isolado em dois 
tubos (para realização das duas provas, ou então, a inoculação poderá ser 
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Fig. 6.7 Fermentação ácida-mista. Como produtos deste tipo de fermentação estão listados 
os produzidos em maior quantidade, lembrando que a maior parte do ácido fórmico é 
convertida nos gases H, e CO,. 
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feita em um único tubo, sendo que, após a incubação, separa-se o conteúdo 
em dois tubos estéreis) contendo o meio de Clarks Lubs. Os tubos são incu- 
bados a 37°C por 48 horas. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


Após o período de incubação, para o teste do VM, adicionam-se 2 a 5 gotas 
do indicador vermelho de metila a um dos tubos, o qual ficará vermelho em 
pH menores que 4,4, sendo, portanto, uma demonstração de positividade 
do teste. Em valores de pH superiores a 6,0 a solução irá se tornar amarela, 
sendo indicativo de um resultado negativo (Fig. 6.8). Uma coloração alaran- 
jada não é considerada resultado positivo, indicando que uma incubação por 
tempos mais prolongados pode ser necessária. 

Para o teste de VP, ao segundo tubo adicionam-se 2 a 5 gotas do reagente 
de Barritt “A” (que contém a-naftol) e 2 a 5 gotas do reagente de Barritt “B” 
(contendo KOH). O tubo é suavemente agitado e deixando em repouso para 
o desenvolvimento da cor por 10-15 minutos. Se a acetoína é produzida a 
partir do ácido pirúvico oriundo do metabolismo da glicose, ela reagirá com 
o a-naftol e KOH e produzirá uma coloração vermelha no meio (as reações 
mais detalhadas estão ilustradas na Fig. 6.9). A cor vermelha representa um 
teste de Voges-Proskauer positivo. Se a acetoína não é produzida, a reação 
fornecerá uma coloração amarelada ou cor de cobre ao meio, indicando um 
teste negativo. 


Teste de Oxidação/Fermentação (O/F) 


Diferenciar bactérias de acordo com a capacidade de oxidar ou fermentar 
açúcares específicos. 





Emo -= 


"icc 


Fig. 6.8 Resultados do teste vermelho de metila (VM). Após o período de incubação, 
os tubos inoculados receberam cinco gotas da solução de vermelho de metila. Tubo A = 
controle não inoculado; Tubo B = resultado negativo; Tubo C = resultado positivo. 
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MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


Fig. 6.9 Reações químicas do teste de Voges-Proskauer. 


Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples com baixa concentração 
de peptona e altas concentrações de açúcar; indicador azul de bromotimol; 
vaselina líquida; alça e agulha de platina. 


A conversão de carboidratos em produtos ácidos pode ocorrer tanto aero- 
bicamente, pela oxidação, como anaerobicamente, pela fermentação. Desta 
forma, os microrganismos que oxidam os carboidratos são denominados 
aeróbicos, enquanto outros podem crescer, realizar seu metabolismo e se 
reproduzir em condições aeróbicas ou anaeróbicas, e por isso são chamados 
de aneróbicos facultativos. De uma forma geral, a maior parte das bacté- 
rias de interesse médico são anaeróbicas facultativas. 





Fig. 6.10 Resultados do teste de Voges-Proskauer. Após a incubação, os tubos inoculados 
teceberam cinco gotas do reagente de Barritt (A) e duas gotas do reagente de Barritt (B) 

e, após 15 minutos, foi realizada a leitura. Tubo 1 = controle não inoculado; Tubo 2 = 
resultado negativo; Tubo 3 = resultado positivo. Uma coloração esverdeada, como pode ser 
observado no tubo 2, deve-se à reação do KOH e do a-naftol e não deve ser considerada 
como um resultado positivo. 
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O teste de oxidação/fermentação (O/F) é utilizado para diferenciar micror- 
ganismos de acordo com a sua habilidade em oxidar ou fermentar açúcares 
específicos e, portanto, determinar se uma bactéria é aeróbica ou anaeróbica 
facultativa. Este teste é capaz de distinguir bastonetes Gram-negativos que 
são aeróbicos, como a Pseudomonas aeruginosa, daqueles que são anaeróbicos 
facultativos, como a Escherichia coli. O teste também distingue cocos Gram- 
positivos que são aeróbicos, como as espécies de Micrococcus, dos que são 
anaeróbicos facultativos, como as espécies de Staphylococcus. 

O meio usado para este teste é um meio semi-sólido (em virtude da baixa 
concentração de ágar) denominado meio de oxidação/fermentação, o qual 
contém uma baixa concentração de peptona, suficiente para permitir o cresci- 
mento. Esta baixa concentração de peptona é essencial para limitar a fomação 
de produtos alcalinos que poderiam neutralizar o efeito da produção de 
ácidos. Um carboidrato, como a glicose, a lactose, a maltose, a sacarose, o 
manitol ou mesmo a xilose, é adicionado em altas concentrações, o que 
promove a utilização do carboidrato resultando na formação de produtos 
ácidos. Neste meio, utiliza-se o indicador de pH azul de bromotimol, que 
possui uma coloração inicial verde a pH 7,1 e se torna amarelo em pH 6,0 e 
azul em pH 7,6. 


PROCEDIMENTO 

Para realização do teste, dois tubos contendo o meio com o açúcar especí- 
fico são inoculados com o microrganismo a ser testado, com auxílio de uma 
agulha estéril. Após a inoculação, um dos tubos é então selado com 2,0-3,0 
mL de óleo mineral (p. ex., vaselina líquida), criando assim um ambiente 
anaeróbico, visto que o óleo mineral retarda a difusão do oxigênio dentro 
do meio. O outro tubo é deixado aberto em contato com o ar, permitindo 
assim um crescimento aeróbico. Os dois tubos são então incubados a 35°C 
por 48 horas, para posterior análise da mudança de cor. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 

Uma coloração azulada ou uma não alteração da cor inicial verde, em 
ambos os tubos, indica que o organismo não é capaz de utilizar o carboidrato 
testado (Fig. 6.11). Os organismos capazes de fermentar ou fermentar e oxidar 
o açúcar irão provocar uma mudança de cor do indicador para amarelo, tanto 
no tubo selado com o óleo como no tubo não-selado (Fig. 6.11). Organismos 
capazes de metabolizar somente pelo processo de oxidação promoverão uma 
mudança de cor para amarelo somente no tubo não-selado, deixando o tubo 
selado com uma coloração verde ou azul. 

Um sumário dos resultados pode ser observado na Fig. 6.12. 
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AF 


Fig. 6.11 Resultados do teste de oxidação-fermentação (O/F) de carboidratos. I = inerte - o microrganismo não foi 
capaz de hidrolisar o carboidrato utilizado em nenhuma das condições (aeróbica ou anaeróbica); A = aeróbico e AF 
= anaeróbico facultativo. 


Teste de Utilização do Citrato 


OBJETIVO 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


Determinar se um microrganismo é capaz de utilizar o citrato como única 
fonte de carbono para o seu desenvolvimento. 


Tubos de ensaio contendo meio de cultura simples; meio de citrato (citrato 
de Simmon); indicador azul de bromotimol; alça e agulha de platina. 


Em algumas bactérias a energia pode ser gerada pela utilização do citrato 
como única fonte de carbono. Se nos reportarmos ao ciclo dos ácidos tricar- 
boxílicos, observamos que o citrato é uma molécula orgânica produzida pela 
combinação do acetil-CoA e oxaloacetato, fazendo com que, desta forma, a 
molécula do acetil-CoA possa entrar entrar no ciclo. Sendo assim, o citrato 
pode e serve como uma molécula doadora de energia, que pode ser utilizada 
pelas bactérias produtoras da enzima citrase, como, por exemplo, Enterobacter 
aerogenes e Salmonella typhimurium. Vale ressaltar que a utilização do citrato 
como fonte de carbono ocorre se nenhum carboidrato fermentável estiver 
presente. O processo catabólico do citrato pode ser observado na Fig. 6.13. 
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PROCEDIMENTO 
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Fig. 6.12 Sumário de possíveis resultados do teste O/F. Note que neste exemplo o açúcar 
utilizado foi a glicose, mas lembre-se de que o teste poderá ser feito utilizando outro 
carboidrato como única fonte de açúcar, como aqueles citados no texto. 





Para realização deste teste, o meio mais comumente utilizado é o ágar 
citrato de Simmon, no qual o citrato de sódio é a única fonte de carbono e 
o íon amônio, a única fonte de nitrogênio. O azul de bromotimol é incluído 
como indicador de pH. O meio é preparado a um pH igual 6,9 no qual a 
coloração do meio é verde. Em pH maiores que 7,6 o azul de bromotimol 
modifica a coloração do meio para um azul bem intenso. 

Do momento que a utilização do citrato é um processo aeróbico, devemos 
utilizar o meio inclinado em tubo (embora possa ser utilizado também em 
placas de Petri) no intuito de aumentarmos a área que ficará exposta em 
contato com o ar. 


O material a ser analisado é inoculado, através de pequenas estrias, na 
superfície do ágar na placa ou no tubo invertido, utilizando-se uma alça de 
platina estéril. O meio é então incubado a 35°C por 24-48 horas antes da 
leitura do resultado. 
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Fig. 6.13 Metabolismo do citrato em organismos citrato-positivo. Uma vez dentro da célula, o citrato é 
hidrolisado pela enzima citrase em ácido oxaloacético e ácido acético. O ácido oxaloacético é posteriormente 
hidrolisado em ácido pirúvico e CO, este responsável pela mudança de cor no meio como descrito no texto. 


Devemos observar que, se o inóculo é abundante, os compostos orgá- 
nicos pré-formados dentro das paredes celulares das bactérias que porven- 
tura morrem durante o processo de incubação, poderão liberar carbono e 
nitrogênio suficientes para produzir um resultado falso positivo, e portanto, 
falsear a prova. Outro ponto a ser considerado é o fato de comumente esta 
prova ser feita em conjunto com outras provas (a utilização do citrato éa 
porção ^C" dos quatro testes conhecidos como IMViC, em que, além da 
prova do citrato, temos a prova do indol (1), do vermelho de metila (M) e do 
Voges-Proskauer (V) e, portanto, deve-se inocular primeiro a prova do citrato 
para que possamos evitar o arraste de proteínas e/ou carboidratos de outros 
meios, conseqúentemente, propiciando outras fontes de carbono, que náo 
o citrato, passíveis de utilização. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 
Como pode ser visto na Fig. 6.13 a utilização do citrato como fonte de 
energia gera nos passos finais da reação uma grande quantidade de gás carbô- 
nico (CO,). Este gás em excesso pode reagir com o sódio (Na*) e a água 
(H,0) do meio, produzindo compostos alcalinos como o carbonato de sódio 
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Fig. 6.14 Resultados da utilização do citrato (citrato de Simmon). Tubo A = controle 
não inoculado; Tubo B = resultado negativo; Tubo C = positivo (os organismos mostram 
crescimento e uma coloração azul no meio). 


(Na;CO,). Isto faz com que o pH do meio se torne alcalino, ocasionando a 
viragem do indicador para azul, o que é considerado um resultado positivo 
para a prova do citrato (Fig. 6.14). 

Em determinadas situações, poderemos ter apenas a parte inclinada do 
meio apresentando uma coloração azulada, o que também será conside- 
rado uma prova positiva. Isso pode acontecer nos casos de bactérias que 
utilizam o citrato muito lentamente, e, para termos certeza da viragem, pode- 
remos incubar o meio inoculado por mais 24 horas, para uma nova leitura 
da prova. 


Teste de Hidrólise do Amido 


OBJETIVO 
O teste é utilizado para diferenciar bactérias capazes de hidrolisar o amido 
através da ação da enzima amilase. Ele ajuda na diferenciação de espécies 
dos gêneros Corynebacterium, Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Fusobacterium 
e membros do grupo estreptococos D. 
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MATERIAIS 
Ágar simples contendo aproximadamente 0,2g% de amido de milho; placa 
de Petri; solução de iodo; alça de platina. 


PRINCÍPIO 

O amido é um homopolissacarídeo, composto de repetidas subunidades 
de a-D-glicose. Ele se apresenta como uma mistura, onde temos a presença 
de duas formas principais: uma linear, conhecida como amilose, e uma outra 
ramificada, denominada amilopectina. Tanto na amilose quanto na amilo- 
pectina, as moléculas de glicose são unidas por ligações do tipo acetal 1,4- 
a-glicosídica (Fig. 6.15). 

O amido possui uma estrutura muito grande para atravessar a membrana 
celular bacteriana e, por isso, para se tornar uma fonte de energia valiosa 
para a bactéria, ele precisa ser reduzido a pequenos fragmentos ou mesmo, 
moléculas individuais de glicose para que possam funcionar como substratos 
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Fig. 6.15 Hidrólise do amido pela a-amilase e oligo-1,6-glicosidase. 
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energéticos. Organismos que produzem e secretam as enzimas celulares 
a-amilase e oligo-1,6-glicosidase são capazes de hidrolisar o amido através 
da quebra das ligações glicosídicas entre as subunidades de açúcar; embora 
este seja o passo inicial do processo, várias outras enzimas (p. ex., enzimas 
da via glicolítica) são necessárias para que todo o processo metabólico acon- 
teça até a geração de ATP, 

O meio utilizado para este teste é um meio ágar simples que contêm extrato 
de carne e peptona, para promover o crescimento, e amido solúvel, que deve 
ser disposto em placas de Petri, as quais, após a solidificação do meio, são 
utilizadas para a prova. 


O material a ser analisado é inoculado na placa, por intermédio de uma 
alça estéril, em pelo menos duas estrias equidistantes para uma melhor visu- 
alização da leitura da prova. A placa é incubada então a 35*C por pelo menos 
48 horas. Passado o período de incubação, a superfície da placa é coberta com 
uma solução de iodo (podemos usar a mesma solução de Lugol utilizada para 
a coloração de Gram), para a revelação da prova. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


Teste da Catalase 


OBJETIVO 


Quando organismos que produzem a-amilase e oligo-1,6-glicosidase crescem 
no meio rico em amido, eles hidrolisam o amido, aumentando assim o cresci- 
mento no meio devido ao alto teor energético fornecido através da liberação 
de grandes quantidades de glicose, que, juntamente com o extrato de carne e 
peptona, favorecem substancialmente o desenvolvimento do microrganismo. 
Como tanto o amido quanto as subunidades de açúcares são solúveis no 
meio, o iodo presente na solução é usado para detectar a presença ou ausência 
de amido na periferia ao redor do crescimento bacteriano, na superfície do 
meio de cultura. Como o iodo reage com o amido e produz uma coloração 
azul-violácea intensa qualquer traço de hidrólise do amido promovido pela 
bactéria será revelado como uma zona clara ao redor do crescimento, repre- 
sentando um resultado positivo para o teste (Fig. 6.16). 


Este teste é utilizado para identificar organismos que produzem a enzima 
catalase, visto que algumas bactérias produzem peróxido de hidrogênio 
durante a respiração aeróbica. É muito útil para distinguir membros da família 
Micrococcaceae e da família Streptococcaceae, além de auxiliar a identificação 
das espécies de Mycobacterium. 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 
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Fig. 6.16 Resultado para o teste do amido. Na placa contendo um meio enriquecido em 
amido e que, após o crescimento, sofreu a adição de uma solução de iodo em sua superfície, 
a presença de uma zona clara ao redor do crescimento indica a utilização do amido (teste 
positivo). 


Ágar simples em tubo, ou placa de Petri ou, ainda, uma pequena quanti- 
dade da cultura em lâmina de vidro para microscopia; solução de água oxige- 
nada/peróxido de hidrogênio a 3%; alça de platina. 


A maioria das bactérias aeróbicas e anaeróbicas facultativas produz peró- 
xido de hidrogênio a partir de flavoproteínas reduzidas via uma reação de 
transferência de elétrons, gerando oxigênio livre ao final da reação. O peró- 
xido de hidrogênio pode ser também produzido enzimaticamente em aeró- 
bios e anaeróbios facultativos pela ação da enzima superóxido dismutase, 
conforme a Fig. 6.17. 

Se o peróxido de hidrogénio se acumula na célula, ele se torna tóxico 
porque o peróxido é uma molécula altamente reativa que promove danos 
aos componentes celulares. Por esta razáo, a maioria dos aeróbicos e anaeró- 
bicos facultativos possui uma enzima denominada catalase, que promove a 
quebra deste peróxido em água e oxigénio. 
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Fig. 6.17 Reações de formação do peróxido de hidrogênio (H,O;). O peróxido de 
hidrogênio pode ser formado através da transferência de hidrogênios de uma flavoproteína 
reduzida para o oxigênio ou pela ação da superóxido dismutase. 


O teste da catalase pode ser feito tanto em uma lâmina de vidro comum 
(utilizada para microscopia) contendo uma porção do material fresco a ser 
analisado como diretamente em ágar contendo colônias viáveis do espécime 
em análise. Devem ser adicionadas algumas gotas de uma solução de peró- 
xido de hidrogênio (água oxigenada) no material após 18-24 horas de cresci- 
mento. O peróxido de hidrogênio é extremamente instável e, portanto, deve 
ser utilizado uma solução de preparo recente. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


A enzima catalase promove a quebra do peróxido de hidrogênio em água 
e oxigênio. O oxigênio liberado leva à formação de bolhas, como uma efer- 
vescência, em apenas alguns segundos, o que indica positividade para o teste. 
A ausência de bolhas é considerado um teste negativo. O mesmo compor- 
tamento é observado tanto no teste feito em lâmina como no teste usando 
o ágar inclinado (Fig. 6.18). Devemos atentar para a realização do teste para 
microrganismos que apresentam dificuldades no crescimento in vitro visto que 
estes são crescidos, na maioria das vezes, em ágar enriquecido com sangue. 
Como os eritrócitos contêm catalase e peroxidase, a presença deles poderá 
acarretar um resultado falsamente positivo. Uma alternativa para estes casos é 
utilizar o ágar chocolate, pois neste meio os eritrócitos são lisados pelo calor, 
possibilitando, desta forma, uma realização do teste de forma confiável. 


Presença de Descarboxilases ou Teste de Descarboxilações 


OBJETIVO 


O teste é utilizado para detectar a habilidade de um organismo descarbo- 
xilar um aminoácido (usualmente a lisina, ornitina ou arginina) para formar 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 
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Fig. 6.18 Resultados para o teste da catalase. Cada tubo contendo ágar simples inclinado 
recebeu aproximadamente 1 mL de peróxido de hidrogênio após a incubação. A presença 
de bolhas (tubo à esquerda) indica a presença da enzima catalase. 


uma amina, resultando em uma alcalinização do meio no qual o organismo 
se desenvolve. O teste de descarboxilação é muito útil para diferenciar orga- 
nismos da família Enterobacteriaceae. 


Meio de descarboxilação (meio M2ller) contendo peptona, glicose, púrpura 
de bromocresol e a coenzima piridoxal fosfato, juntamente com o aminoá- 
cido (substrato) específico para cada reação; alça ou agulha de platina. 


Este processo, chamado de “descarboxilação”, é um passo na metaboli- 
zação de aminoácidos. Descaborxilação é um nome geral dado ao processo de 
remoção do grupo carboxila (-COOH) de um aminoácido, produzindo uma 
amina e dióxido de carbono (CO,). Esta reação depende de enzimas específicas 
denominadas descarboxilases. Existe uma enzima descarboxilase específica 
para cada aminoácido, mas somente três são utilizadas para a distinção entre 
bactérias entéricas: lisina, orinitina e arginina descarboxilases. A reação do 
processo, de forma geral, bem como as reações específicas para as enzimas 
do teste estão demonstradas na Fig. 6.19. 
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Fig. 6.19 Reações de descarboxilações de aminoácidos. Estão demonstradas a reação geral de descarboxilação dos 
aminoácidos (painel superior), bem como as reações específicas envolvendo a lisina descarboxilase, a ornitina 
descarboxilase e a arginina descarboxilase (três painéis inferiores, respectivamente), que podem ser usadas nos 


testes bioquímicos de identificação. 


== 
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PROCEDIMENTO 

Um isolado é inoculado nos tubos dos testes (cada um contendo o substrato 
específico para cada enzima), utilizando uma agulha ou alça de platina estéril. 
Após a inoculação, adicionam-se 2-3 mL de óleo mineral estéril para cobrir 
a camada superficial do meio, excluindo assim o oxigênio externo e promo- 
vendo o processo de fermentação. A falta de oxigênio promove a produção 
de ácidos provenientes da fermentação da glicose e, portanto, leva à criação 
de um ambiente ácido necessário para a indução da produção de descarbo- 
xilases. Os tubos são então incubados a 35°C por 24-48 horas. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 

Os ácidos provenientes da fermentação da glicose acarretam diminuição 
do pH do meio, promovendo uma mudança da cor do indicador (púrpura 
de bromocresol) para amarelo. O ambiente ácido promove a formação de 
descarboxilases naquelas bactérias que são capazes de produzir estas enzimas. 
A descarboxilação promovida pelas enzimas geradas leva a um acúmulo de 
produtos finais da reação (aminas) de caráter alcalino que promovem um 
aumento do pH do meio, causando a mudança de cor do indicador para 
violeta, indicando um resultado positivo para o teste. Se o organismo inocu- 
lado for somente capaz de fermentar a glicose, o meio permanecerá amarelo 
e, portanto, será considerado negativo para o teste. Os resultados podem ser 
observados na Fig. 6.20. 


SS 





Fig. 6.20 Resultados do teste de descarboxilação. Neste teste foi utilizado a lisina 
como único aminoácido no meio de cultura e portanto, testado a presença da lisina 
descarboxilase. Tubo 1 = positivo; Tubo 2 = controle não inoculado; Tubo 3 = negativo. 
(A Photographic Atlas for the Microbiology Laboratory, de Michael J. Leboffe e Burton 
E. Pierce. Copyright? 1996, 1999 de Morton Publishing Company. Reimpressa com 
permissáo.) 
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Teste da Urease 
OBJETIVO 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


TESTES BIOQUÍMICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 


Usado para determinar se um microrganismo é capaz de hidrolisar uréia 
em duas moléculas de amônia (NH,) por ação da enzima urease (Fig. 6.21), 
este teste pode ser útil na distinção entre patógenos do gênero Proteus e outras 
bactérias entéricas. 


Meio ou caldo de uréia contendo extrato de levedura, uréia e o indicador 
de pH (vermelho fenol); alça ou agulha de platina. 


A urease é uma enzima microbiana muito importante relacionada com a 
decomposição dos componentes orgânicos. Esta enzima é considerada cons- 
titutiva porque é sintetizada por certas bactérias, independentemente da 
presença ou ausência do seu substrato (uréia). 

O meio para o teste da urease (que pode ser sólido ou líquido) contém uréia, 
fatores essenciais para crescimento e o indicador de pH vermelho fenol. O 
indicador possui uma coloração amarela ou amarelo/laranja em pH abaixo 
de 8,4 e vermelho em pH acima de 8,4. O meio para o teste foi desenvolvido 
para determinar a habilidade microbiana em converter uréia em amônia (que 
é utilizada pela bactéria como fonte de carbono para produção de aminoá- 
cidos e nucleotídeos), que aumenta o pH do meio com consequente mudança 
de cor do indicador. 


Inocular o material a ser testado no meio teste com auxílio de uma agulha 
ou alça estéril. O meio é então incubado a 35*C por 24 horas para posterior 
análise da mudança de cor. 





Fig. 6.21 Reação de hidrólise da uréia. 
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INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 
A enzima urease hidrolisa a uréia em produtos finais alcalinos que promovem 
aumento no pH do meio, causando uma mudança de cor no indicador, que 
passa a ter uma coloração rosa, representando um resultado positivo para O 
teste. Nenhuma mudança de cor, ou uma coloração levemente alaranjada, 
representa um teste de urease negativo (Fig. 6.22). 


Teste da p-galactosidase (ONPG) 


OBJETIVO 
O teste ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranosídeo) é utilizado para iden- 
tificar bactérias capazes de produzir a enzima p-galactosidase. 
MATERIAIS 
Meio de cultura enriquecido com lactose; composto o-nitrofenil-f-galac- 
topiranosídeo; alça ou agulha de platina. 
PRINCÍPIO 


A B-galactosidase é uma enzima induzida por ser sintetizada apenas quando 
o organismo está na presença do substrato, sendo sua síntese controlada gene- 
ticamente. A B-galactosidase também é conhecida como lactase por degradar 
a lactose, embora também possa hidrolisar outros tipos de galactosídeos. 





ai — €! 
PS Wt —Ó—Ó——HÓ x - > 


Fig. 6.22 Resultados do teste de utilizacáo da uréia. O teste visa a detectar a capacidade do 
microrganismo em degradar a uréia no meio de cultivo e, por conseqüéncia, a presença ou 
não da enzima urease. Tubo 1 = controle não inoculado; Tubo 2 = resultado negativo; Tubo 
3 = resultado positivo. 


ed 
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PROCEDIMENTO 


TESTES BIOQUÍMICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 


Para que as bactérias fermentem a lactose, elas devem possuir duas enzimas 
específicas: a B-galactosidase permease (uma enzima-proteína de transporte 
ligada à membrana) e a p-galactosidase propriamente dita, que está locali- 
zada intracelularmente e é capaz de degradar a p-D-lactose (um dissacarídeo) 
em p-glicose e p-galactose (Fig. 6.23). Algumas bactérias que possuem a 
B-galactosidase mas não a p-galactosidase permease podem sofrer mutações 
e, após um período de dias ou semanas em presença do açúcar, podem passar 
a produzir a permease. Estas bactérias, denominadas fermentadores tardios 
para lactose, podem, desta forma, também utilizar o açúcar como fonte de 
energia. As bactérias que utilizam a lactose podem ser diferenciadas daquelas 
que não fermentam o açúcar, utilizando-se um composto denominado 
o-nitrofenil-p-galactopiranosídeo (ONPG). Este composto pode penetrar o 
interior da célula sem a ajuda da permease e, assim reagir com a p-galactosi- 
dase, se esta estiver presente, gerando um produto de cor amarela. 


Inocular o material no meio contendo lactose e ONPG com auxílio de uma 
alça ou agulha estéril. O meio é então incubado a 37*C por 24 horas. 


INTERPRETACAO DOS RESULTADOS 





Os microrganimos capazes de utilizar a lactose, possuem a enzima f-galac- 
tosidase e, desta forma, sáo capazes de hidrolisar o ONPG presente no meio, 
que inicialmente é incolor e, após sofrer hidrólise, libera o composto 
o-nitrofenol que possui uma cor amarela em pH alcalino, dando um resul- 
tado positivo para o teste (Fig. 6.25). Uma outra alternativa para o teste seria 
a utilizacáo da lactose como única fonte de carbono no meio de crescimento. 


Desta forma, poderia ser utilizado o mesmo princípio do teste para fermen- 


Glicolise 


Fig. 6.23 Hidrólise da lactose pela p-galactosidase. 
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Fig. 6.24 Conversão do ONPG a P-galactose e o-nitrofenol pela B-galactosidase. 


tação de carboidratos descrito anteriormente, visto que apenas as bactérias 
que utilizam o açúcar seriam capaz de crescer no meio de cultura. 


Produção de H,S (Gás Sulfídrico ou Sulfeto de Hidrogênio) 


OBJETIVO 


Este teste visa a determinar se ocorre a liberação de ácido sulfídrico (HS) 
gasoso, promovida pela metabolização bacteriana de aminoácidos que contêm 
enxofre em sua estrutura. É muito utilizado para diferenciar membros posi- 
tivos da família Enterobacteriaceae, especificamente dos gêneros Salmonella, 
Francisella e Proteus, dos membros negativos como Morganella morgagnii e 
Providencia rettigeri, além de outras bactérias como Escherichia coli e Shigella 
flexneri. 





Fig. 6.25 Resultados do teste ONPG. Tubo 1 = positivo; Tubo 2 = controle náo inoculado; 
Tubo 3 = negativo. (A Photographic Atlas for the Microbiology Laboratory, de Michael 

J. Leboffe e Burton E. Pierce. Copyright? 1996, 1999 de Morton Publishing Company. 
Reimpressa com permissão.) 
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MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


TESTES BIOQUÍMICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 


Meio contendo peptona (rica em aminoácido cisteína — fonte de enxofre), 
tiossulfato de sódio, além de sulfato ferroso; agulha de platina. 


O catabolismo do aminoácido cisteína pela enzima cisteína dessulfurase 
durante o processo de putrefação, ou ainda pela redução do tiossulfato no 
processo de anaerobiose, leva a uma redução do enxofre produzindo gás 
sulfídrico (Fig. 6.26). Nos processos de putrefação, aminoácidos contendo 
enxofre (como, por exemplo, a cisteína) sofrem degradação pela ação da 
enzima dessulfurase gerando ácido pirúvico, amônia e H,S como produtos 
finais de reação. A amônia e o sulfeto de hidrogênio são excretados, pois são 
produtos tóxicos para a célula, e o ácido pirúvico é mantido no interior da 
célula para a produção de energia, visto que ele é um intermediário do ciclo 
de Krebs. Nos processos de respiração anaeróbica, o enxofre inorgânico (neste 
caso, proveniente do tiossulfato adicionado ao meio) torna-se o aceptor final 
do elétron na cadeia transportadora de elétrons. Assim, as bactérias capazes 
de utilizar compostos que contêm enxofre em sua estrutura podem ser iden- 
tificadas por este teste pela detecção do gás sulfídrico liberado no meio de 
reação. 


Inocular o material a ser analisado com auxílio de uma agulha estéril de 
maneira perpendicular, da superfície até o fundo do tubo contendo o meio. 
Deve-se ter cuidado para não inocular em ziguezague, pois o mesmo meio 
pode servir para testar a mobilidade ou não do microrganismo. Após a inocu- 
lação, o material é incubado por 24-48 horas a 35"C. 

*Obs.: Uma alternativa para se realizar este teste seria a colocação de uma 
fita de papel de filtro embebida em uma solução de acetato de chumbo, na 





Fig. 6.26 Reação de putrefação envolvendo a cisteína dessulfurase produzindo H;S. 
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Fita impregnada 
com acetato de 
chumbo 





Fig. 6.27 Teste da fita impregnada com acetato de chumbo para detecção de HS. 


borda do tubo teste, tendo o cuidado para que ela não toque o meio de cultura 
(Fig. 6.27). Este acetato de chumbo impregnado na fita é capaz de reagir com 
o H,S, caso este seja produzido pelo microrganismo a ser analisado. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 

Se a cisteína, presente no meio, é hidrolisada pela dessulfurase, ou se O 
tiossulfato presente no meio é reduzido, então o sulfeto de hidrogênio é 
produzido. O sulfeto formado é capaz de se combinar com o sufato ferroso 
para formar sulfeto de ferro (FeS), ou ainda, no caso do teste com a fita de 
papel, reagir com o acetato de chumbo, formando sulfeto de chumbo. Em 
ambos os casos, observaremos um enegrecimento do meio (Fig. 6.28) ou na 
extremidade da fita (Fig. 6.29), pois tanto o sulfeto de ferro como sulfeto de 
chumbo possuem uma coloração negra, dando portanto positividade do teste. 
Nenhum enegrecimento pode ser considerado como um teste negativo. Um 
sumário dos resultados pode ser observado na Fig. 6.30. 

Conforme item Procedimento deste teste, o meio pode ser utilizado para 
verificarmos se o microrganismo em questão é móvel ou não. Sendo assim, 
caso ocorra uma turvação por completo do meio após o período de incu- 
bação, o microrganismo será considerado móvel porque ele cresceu além dos 
limites da inoculação que foi feita de forma perpendicular e central no meio 
de cultura (Fig. 6.31). Crescimento apenas no local da inoculação é prova 
de que o microrganismo testado é imóvel, ou seja, não é capaz de se mover 
além do ponto de inoculação (Fig. 6.31). No caso de microrganismos móveis e 
produtores de H,S, veremos a formação de uma mancha negra que se espalha 
por todo o meio de cultura (como podemos observar na Fig. 6.28). 
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Fig. 6.28 Resultados para a redução de enxofre no meio SIM. No tubo da esquerda temos 
o controle não inoculado; no tubo central temos um teste negativo para H,S e no tubo da 
direita, um teste positivo para H;S. 


Teste do Indol 


OBJETIVO 
O teste do indol é a porção ^I" dos quatros testes conhecidos como IMViC 
(Indol, vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato) e é utilizado para carac- 
terizar e/ou identificar bactérias entéricas, que são capazes de produzir indol 
a partir do aminoácido triptofano através da ação da enzima triptofanase. 
i 1 M 


: 


* x 
3 





Fig. 6.29 Teste de reducáo do enxofre através da fita com acetato de chumbo. No tubo 
da esquerda temos um teste negativo (fita de papel branca) e no tubo da direita, um teste 
positivo (fita de papel enegrecida na extremidade). 
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Fig. 6.30 Sumário dos resultados para a prova do H,S. 


MATERIAIS 
Meio SIM (também utilizado para detectar motilidade e produção de 
sulfeto de hidrogênio, como visto anteriormente, no item Produção de HS), 
contendo peptona (que contém o aminoácido triptofano) e extrato de carne 





Fig. 6.31 Resultados do teste de motilidade no meio SIM. O teste é realizado fazendo-se a 
inoculação da amostra de forma perpendicular no centro do tubo contendo o meio semi- 
sólido. No tubo à esquerda temos o controle não inoculado; no tubo central temos um 
resultado de motilidade negativo (observar o crescimento apenas na região do inóculo) 

e no tubo à direita, um teste de motilidade positivo (observar uma turvação completa do 
meio, indicando crescimento além da região do inóculo). 


186 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


Triptofano 
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para promover o crescimento; reagente de Kovac (composto de p-dimetila- 
minobenzaldeído, butanol e ácido clorídrico); agulha ou alça de platina. 


O triptofano pode ser convertido, pelas bactérias possuidoras da enzima trip- 
tofanase, a indol, amônia (por desaminação) e ácido pirúvico como produtos 
finais da reação (Fig. 6.32). O ácido pirúvico pode então gerar energia através 
do ciclo de Krebs ou, então, entrar na via glicolítica e ser usado para sinte- 
tizar outros componentes importantes e necessários para a célula. A amônia 
gerada pode ser utilizada na síntese de aminoácidos, e o outro metabólito 
final gerado, o indol, pode ser identificado por este teste. Desta forma, a 
triptofanase diferencia as bactérias entéricas que são indol-positivas, como 
Escherichia coli e Proteus vulgaris, das bactérias entéricas indol-negativas, como 
Serratia marcescens e Enterobacter aerogenes. 


Um isolado é inoculado em um tubo contendo o meio SIM (que poderá 
ser sólido ou líquido) com uma agulha de inoculação estéril. O tubo é então 
incubado a 35°C por 24-48 horas. Após a incubação, 3-5 gotas do reagente 
de Kovac são adicionadas à superfície do ágar para a revelação do teste. 
Uma alternativa para a prova, assim como foi demonstrado para o teste da 
produção do sulfeto de hidrogênio, é a utilização de uma fita embebida com 
o reagente de Kovac colocada na borda do tubo-teste. 


E " 
Fermentação 
Triptofanase 
+ HO E oo = Ec 
CH, Respiracáo 
| = 
CHNH, Ácido pirúvico 


COOH 
Indol 


Fig. 6.32 Catabolismo do triptofano em organismos indol-positivos. 
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INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 
Em ambos os testes, seja ele feito diretamente no meio de cultivo ou utili- 
zando a fita, o reagente de Kovac contendo HCl e o dimetilaminobenzaldeído 
dissolvido no amil álcool reagem com o indol produzido pelos microrga- 
nismos indol-positivos, produzindo uma coloração róseo-avermelhada. Caso 
não ocorra mudança de cor ou seja verificada uma cor amarelada, o teste é 
considerado negativo (Fig. 6.33). 





Fig. 6.33 Resultados para o teste do indol. O teste foi feito utilizando-se uma fita de papel 
impregnada com o reagente de Kovac: no tubo da esquerda = negativo e no tubo da direita 
= positivo (observar a coloração róseo-avermelhada da fita). 
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Redução de Nitrato 


OBJETIVO 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


Este teste é utilizado para detectar a habilidade de um microrganismo para 
reduzir nitrato (NO) a nitrito (NO,) ou outro composto nitrogenado, como 
o nitrogênio molecular (N;), usando a enzima nitrogênio redutase. 


Meio-teste contendo extrato de carne, peptona e nitrato de potássio; reve- 
ladores: reagente I (solução acética de ácido sulfanílico), reagente II (solução 
acética de a-naftilamina); agulha ou alça de platina. 


O nitrato (NO) pode ser reduzido a diferentes compostos através de dois 
processos metabólicos: respiração anaeróbica e denitrificação (Fig. 6.34). 
Na respiração anaeróbica, o organismo usa o nitrato com o aceptor final de 
elétrons na cadeia respiratória, produzindo nitrito, amônia, nitrogênio mole- 
cular, óxido nítrico ou outro composto nitrogenado reduzido, dependo da 
espécie. O teste se baseia exatamente na capacidade do microrganismo de 
reduzir o nitrato que é adicionado em excesso no meio de cultura. 


Um isolado do microrganismo é inoculado no meio teste, contendo nitrato 
em excesso, com o auxílio de uma alça de platina estéril. O meio é então 
incubado por 24-48 horas a 35°C. 






2e- 
NO, =—=> NO, 1/2 No 
Nitrogênio. 


ias Nitrito (+3) 1e- molecular (0) 


1/2 N¿O 


Oxido 
nitroso (+1) 


Fig. 6.34 Produtos finais possíveis após a reducáo do nitrato. O estado de oxidacáo do 
nitrogénio em cada composto é mostrado em parénteses. 
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Fig. 6.35 Reação para detecção de redução do nitrato. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 

Se o microrganismo possuir a enzima nitrato redutase, esta irá reduzir o 
nitrato a nitrito. Se a redução ocorre, há também a formação de ácido nitroso, 
que, então, reage com o ácido sufanílico (reagente I), formando o ácido sulfa- 
nílico diazotado, o qual reage com a o-naftilamina (reagente II) para formar o 
composto p-sulfobenzeno-azo-a-naftilamina, que possui uma cor vermelho- 
intensa (Fig. 6.35), o que seria um resultado positivo para o teste. 

A ausência de coloração no meio, após a adição dos reagentes reveladores, 
indica negatividade para o teste (Fig. 6.36). 





Fig. 6.36 Resultados para o teste de redução do nitrato. Após a adição dos reagentes I e II 
para revelação da prova, uma alteração de cor para o vermelho (tubo nº 3) é considerada 
resultado positivo, enquanto a inalteração da cor do meio (tubo nº 2) é considerada um 
resultado negativo para o teste. O tubo nº 1 representa o tubo-controle não inoculado. 
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Liquefação de Gelatina (Gelatinase) 


OBJETIVO 


MATERIAIS 


PRINCÍPIO 


PROCEDIMENTO 


Este teste é utilizado para determinar a capacidade de um microrganismo 
produzir exoenzimas hidrolíticas, chamadas de gelatinases, que digerem e 
liquefazem a gelatina. Os produtos desta reação são aminoácidos que podem, 
evidentemente, ser transportados para o interior da célula onde podem ser 
facilmente utilizados para o fornecimento de energia como formação de mate- 
rial constitutivo do microrganismo. O teste pode ser utilizado para distinguir 
Staphylococcus aureus, patogênico e positivo para o teste, de 5. epidermidis, 
que não é patogênico e positiva o teste mais tardiamente. No caso das ente- 
robactérias, Serratia e Proteus são espécies tipicamente positivas, enquanto os 
outros representantes do grupo são geralmente negativos. Bacillus anthracis, 
B. cereus e vários outros membros do gênero são gelatinase-positivos, bem 
como Clostridium tetani e C. perfringens. 


Tubo contendo o meio para o teste, constituído basicamente de extrato de 
carne e peptona para promover o crescimento, e uma grande quantidade de 
gelatina (aproximadamente 120 g/L), o que leva a uma gelificacáo do meio; 
alca de platina. 


Muitas das fontes de nutrientes, disponíveis para os microrganismos no 
meio exterior, possuem uma grande estrutura que dificulta a sua penetracáo 
no interior da célula. Por isso, algumas bactérias são capazes de produzir e 
secretar enzimas que hidrolisam essas moléculas em subunidades menores as 
quais a célula poderá usar sem maiores problemas. A gelatina é um derivado 
do colágeno e a sua hidrólise pela ação da enzima gelatinase é feita em duas 
etapas: na primeira etapa, a gelatina é hidrolisada, gerando polipeptídeos que, 
em uma segunda etapa, também por ação das gelatinases, são hidrolisados 
liberando então os aminoácidos. 


Um isolado é inoculado em um tubo contendo o meio com gelatina com o 
auxílio de uma agulha estéril, sendo que a incoulação deve ser feita no centro 
do meio de cultura indo até o fundo do tubo. O meio é mantido então por 
24-48 horas a 35°C. 
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Os microrganismos gelatinase-positivos promovem uma liquefacáo do 
meio contendo a gelatina, o que pode ser facilmente observado por uma leve 
inclinação do tubo-teste, ao passo que no caso de o teste ser negativo, o meio 
permenecerá sólido. Deve-se ter bastante cuidado com resultados falsamente 
positivos, visto que a gelatina se liquefaz facilmente a temperaturas superiores 
a 28°C. Por isso, deve-se sempre fazer um tubo controle, não inoculado com 
o material, mantido junto dos outros tubos durante todo o tempo de incu- 
bação. Após a incubação, este tubo é resfriado em geladeira e deve voltar ao 
estado gelificado (assim como o tubo-teste negativo), enquanto o tubo que 
sofre ação das gelatinases (teste positivo) não voltará a se solidificar, porque 
a gelatina foi hidrolisada a aminoácidos, não podendo sofrer novamente 
uma gelificacáo (Fig. 6.37). 


OUTROS MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO 


Além das provas bioquímicas isoladas, descritas anteriormente, podemos 
utilizar métodos de identificação rápida em que teríamos várias provas bioquí- 
micas realizadas em um mesmo conjunto ou suporte, sendo que eles poderão 
ser realizados manualmente ou com a utilização de aparelhos de leitura (auto- 
matização). Hoje em dia, uma grande variedade de sistemas de identificação 
chamados de “sistemas multitestes” está disponível comercialmente. Estes 
sistemas contêm até 22 testes bioquímicos em uma única unidade e permitem 
uma rápida identificação bacteriana sem grande consumo de tempo e custos 
na preparação de vários meios, além do período de espera. 





Fig. 6.37 Resultados do teste de liquefacáo da gelatina (gelatinase). No tubo superior temos 
um teste positivo para a prova. Note que o tubo inferior permanece solidificado, sendo 
considerado um teste negativo para a prova de liquefação da gelatina. 


192 


TESTES BIOQUÍMICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 





Fig. 6.38 Ilustração do Enterotube II? (Becton-Dickson). O sistema de multitestes, de forma 
tubular, possui vários compartimentos contendo meios para identificação bioquímica. 
Observar o detalhe da haste de metal que é utilizada para o inóculo do microrganismo a ser 
testado. 


Como exemplos deste tipo de metodologia podemos citar dois sistemas 
multitestes bem conhecidos e amplamente utilizados: Enterotube II? (Becton- 
Dickson) e Sistemas de Identificação APIº (bioMeriéux). 

O Enterotube II5, utilizado para a identificação de Enterobacteriaceae (ente- 
robactérias), consiste em 12 compartimentos contendo vários meios que 
acomodam 15 testes bioquímicos. Ele contém uma haste de metal que é 
utilizada para tocar uma colônia do microrganismo a ser testado que deve 
estar devidamente isolada (Fig. 6.38). 

A haste é então puxada através de toda a extensão do tubo, desta forma 
inoculando cada compartimento com os meios à medida que vai passando 
por eles. Após a inoculação, o tubo é incubado a 35°C por 18-24 horas. Os 
compartimentos são examinados e os testes, anotados como positivo ou 
negativo com base nas mudanças de cor (Fig. 6.39). 

Os testes são ordenados em grupos, e cada teste positivo dentro de um 
grupo é especificado com um número - 4, 2 ou 1. Os números dentro de 
cada grupo, no final, são colocados juntos, gerando um número de 5 dígitos, 
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Fig. 6.39 Tubos Enterotube IIº inoculado e não inoculado. A ilustração mostra as 12 provas 
que são realizadas no sistema multitestes, com exemplos de resultados finais, observados 


através da mudança de cor da prova para Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes e Escherichia 
coli. Um tubo-controle não inoculado é mostrado na parte inferior. 
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Fig. 6.40 Exemplo de identificação através do Enterotube I”. O número de identificação é dado a partir do 
resultado de cada prova bioquímica individualmente, à qual é atribuído um número em separado. O número 


final de cinco dígitos é comparado a uma tabela-padrão (fornecida pelo fabricante) que corresponde a um único 
microrganismo. 
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denominado número de identificação (ID). Portanto, a combinação dos resul- 
tados dos testes fornece um único número ID para cada microrganismo. O 
número final é comparado a uma tabela, ou inserido em um banco de dados, 
que fornecerá a identidade do microrganismo desconhecido. 

Raramente ocorre de mais de um microrganismo apresentar o mesmo ID, 
mas, caso isso ocorra, um outro teste diferente dos utilizados (frequentemente 
o teste de VP) é usado para a diferenciação. 

Os sistemas de identificação APIº consistem em tiras de plástico que contêm 
20 microtubos individuais. Cada microtubo contém um meio-teste desidra- 
tado que é reidratado com a suspensão do microrganismo isolado a ser testado. 
Após a inoculação, as tiras são incubadas a 35°C, em suportes plásticos, por 
18-24 horas. Os microtubos são então observados quanto a mudanças de 
cor, e os testes são gravados como positivos ou negativos. Os resultados 
são usados para determinar um número de identificação que corresponde à 
espécie bacteriana (Fig. 6.41). 
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Fig. 6.41 Sistema de multitestes API? (bioMerièux). O exemplo mostrado na figura é o 
sistema API? 20E utilizado para identificação de enterobactérias: Klebsiella pneumoniae 
pneumoniae (A), Enterobacter cloacae (B), Proteus mirabilis (C), Stenotrophomonas maltophilia 
(D) e Escherichia coli (E). (Foto gentilmente cedida por Erica Nogueira — ALN Soluções e 
Sistemas). 
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Os sistemas APIº disponíveis no mercado servem para a identificação de 
Enterobacteriaceae (API? 20E - Fig. 6.41), para estafilococos (API? STAPH) e 
para estreptococos (API* 20 STREP). 
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PARTE I —- TEORIA 





Alexander Fleming teve o mérito de ter descoberto a penicilina. Em 1928, de 
maneira casual, ele observou que um fungo contaminante de ambientes estava 
se desenvolvendo em uma placa de cultivo, deixada aberta por descuido, e 
que as colônias de estafilococos que cresciam ao redor desse fungo estavam 
sofrendo lise. Fleming corretamente deduziu que o fungo, posteriormente 
identificado como Penicillium notatum, produzia uma substância bacterio- 
lítica que se difundia no meio de cultura e era capaz de matar os estafilo- 
cocos. Este antibiótico desconhecido de Fleming foi mais tarde chamado de 
penicilina, anunciando um dos maiores adventos da era moderna: a era dos 
antibióticos. 

Na verdade, o fenômeno de antibiose já havia sido observado e regis- 
trado em duas ocasiões, aproximadamente 40 anos antes do descobrimento 
de Fleming. Por volta de 1880, lorde Lister, buscando novos anti-sépticos, 
observou que o desenvolvimento bacteriano era inibido em alguns meios de 
cultura contaminados com fungos. Em 1889, Doehle publicou um trabalho 
junto com uma fotografia que mostrava a ação antibiótica de um organismo 
que denominou Micrococcus anthracotoxicus, devido a sua ação lítica sobre 
colônias de B. anthracis que se desenvolviam na mesma placa de cultivo 
misto. 

Mais de uma década se passou antes que o descobrimento de Fleming 
tivesse alguma aplicação prática no tratamento de enfermidades infecciosas, 
embora a injeção de substâncias químicas antimicrobianas em seres humanos 
não fosse um conceito novo. Paul Erlich, ao longo de muitos anos de estudos 
sobre o efeito antibiótico dos corantes provenientes da anilina, descobriu em 
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1912 a sua “bala mágica”, que denominou “salvarsan”, a qual era capaz de 
afetar o microrganismo exclusivamente, sem alterar ou danificar o tecido do 
hospedeiro no qual se desenvolvia o processo infeccioso. Esta foi a primeira 
substância injetável efetiva in vivo contra a espiroqueta causadora da sífilis. 

A investigação da penicilina foi estimulada pelo descobrimento do Pron- 
tosil (Domagk, 1932), um análogo químico que, mais tarde, comprovou-se 
ser um similar da sulfonamida. Em 1939, Florey e Chain desenvolveram uma 
prática pela qual se podiam obter extratos antimicrobianos do fungo Peni- 
cillium em grandes quantidades e com pureza suficiente às que eram utili- 
zadas em seres humanos. 


ANTIBIOGRAMAS 


Fleming associou suas descobertas e desenvolveu o primeiro método na 
tentativa de estudar a suscetibilidade microbiana aos antibióticos, dando 
início à prática do que hoje denominamos antibiograma ou teste de sensibili- 
dade a antimicrobianos. 

Antibiogramas são testes com o objetivo de verificar a sensibilidade de 
determinado microrganismo a vários antibióticos mediante comparação 
usando um padrão preestabelecido.¡Uma das funções mais importantes dos 
laboratórios de análises clínicas e laboratórios hospitalares é a de detectar 
por intermédio desses testes qual a sensibilidade/resistência do microrga- 
nismo que está causando infecção diante de vários antibióticos, de modo a 
escolher o antimicrobiano mais adequado, A informação obtida será usada 
para determinar qual o antibiótico e a quantidade necessária a ser usada na 
quimioterapia. Basicamente existem dois métodos para determinar a sensi- 
bilidade de uma bactéria aos agentes antimicrobianos: método da diluição 
em tubo e método da difusão em disco. 

Existem também testes com o objetivo de medir a atividade antimicrobiana 
de um agente antimicrobiano ou antibiótico. Neste contexto encontramos a 
determinação da concentração mínima inibitória (CMI), que especifica qual 
a menor quantidade do antibiótico necessária para inibir o crescimento de 
determinado microrganismo, e a determinação da concentração mínima 
bactericida (CMB), que é a concentração mínima do antibiótico capaz de 
eliminar todos os microrganismos. 


Métodos para Antibiogramas 


MÉTODO DA DILUIÇÃO EM TUBO 
São usadas várias diluições do antimicrobiano; pode ser usado para determinar 
a concentração mínima inibitória ou a concentração mínima bactericida. 





Concentração Mínima Inibitória 

Neste método são usadas diluições dos antimicrobianos. O objetivo é veri- 
ficar qual a mais alta diluição (menor concentração do antibiótico) efetiva 
para prevenir o crescimento do microrganismo. Este método é bastante usado 
para determinar o perfil de sensibilidade de patógenos isolados de pacientes 
e a concentração apropriada para tratamento. Um inóculo padronizado da 
bactéria é adicionado em tubos contendo várias diluições do antibiótico. O 
crescimento do microrganismo é avaliado pela turvação ou turbidez, que 
revela o índice de crescimento em cada tubo. Em seguida os meios são inocu- 
lados em novos meios, sem o antimicrobiano, utilizando-se tubos ou micro- 
placas. A concentração mínima inibitória (CMI) vai ser a menor concentração 
do antibiótico (em ug/mL) capaz de inibir o crescimento das bactérias in vitro. 
O método pode ser feito também utilizando-se placas de Petri com meio novo 
sem o antimicrobiano. Conhecendo a CMI e o nível que o antibiótico pode 
ser encontrado nos fluidos corporais como sangue e urina, pode-se escolher 
o antibiótico apropriado. Geralmente se usa como margem de segurança uma 
concentração 10 vezes acima do valor da CMI, visto que outros fatores tais 
como a ligação do antibiótico com proteínas séricas ou a presença de inibi- 
dores tissulares podem reduzir a ação do antibiótico. 


Concentração Mínima Bactericida 

É a mais baixa concentração do antibiótico capaz de eliminar completa- 
mente o microrganismo. O procedimento é semelhante ao realizado para a 
medida da CMI. A diluição do antibiótico que for capaz de eliminar total- 
mente os microrganismos e impedir que o microrganismo cresça no meio sem 
o antimicrobiano é considerada a concentração mínima bactericida (CMB). 
A CMB é mais utilizada para pacientes imunossuprimidos ou em pacientes 
acometidos por endocardites. 


MÉTODO DIFUSÃO EM DISCO: MÉTODO DE KIRBY-BAUER 

Nesta prática usaremos o método de Kirby-Bauer, amplamente utilizado 
como método-padrão para a realização dos antibiogramas. Este método padro- 
nizado é tipicamente utilizado para medir a eficácia de uma variedade de anti- 
bióticos sobre uma espécie de microrganismo, com a finalidade de fornecer 
orientação para a prescrição, na prática médica, da maioria dos antibióticos 
usados na terapia das infecções bacterianas. É um método qualitativo que 
usa concentrações preestabelecidas dos antimicrobianos. 

No teste de Kirby-Bauer, uma série de antibióticos impregnados em pequenos 
discos circulares de papel são colocados sobre uma placa contendo meio de 
cultura crescido com a bactéria inoculada de forma homogênea, como se 
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fosse um "tapete" sobre a superfície do meio. As placas sáo incubadas em 
temperatura e tempo adequados para permitir o crescimento da bactéria e 
também para que os antibióticos possam difundir-se no interior do ágar. Se 
um organismo é suscetível a um antibiótico, uma zona clara aparece ao redor 
do disco, onde o crescimento do organismo foi inibido. O tamanho dessa zona 
de inibição depende da sensibilidade da bactéria a um antibiótico específico e 
da habilidade de difusão através do ágar do antibiótico contido no disco. 

Todas as características no procedimento do teste de Kirby-Bauer são padro- 
nizadas para assegurar resultados confiáveis e seguros. Sendo assim, devemos 
ter muito cuidado na preparação e realização do teste para assegurar esses 
padrões preestabelecidos. 

O meio de cultura usado, geralmente o ágar Müeller-Hinton, é formulado 
para ter um pH em torno de 7,2-7,4/e ele é depositado em uma placa de Petri 
a uma profundidade de 4 mm. A inoculação, utilizando um swab de algodão 
estéril, é feita com um meio de cultura líquido crescido com a bactéria isolada 
que será testada diluído até ser obtida uma leitura de turbidez próxima de 0,5 
de densidade ótica. Esse valor da densidade ótica é obtido com uma escala 
de turbidez padrão conhecida como escala McFarland de turbidez e equi- 
vale a uma concentração de aproximadamente 10º organismos/mL. O meio 
é semeado por toda a sua superfície, de forma que todos os espaços sejam 
preenchidos e o crescimento ocorra sobre todo o meio de cultura. 


Limitações da Prova de Kirby-Bauer 
Embora esta prova seja considerada técnica-padrão para a realização do 
antibiograma, proporcionando informações úteis na maioria dos casos, ela 
apresenta algumas limitações: 


A) As técnicas de difusão não são aplicáveis a microrganismos de crescimento 
lento. Se é necessária uma incubação prolongada para a obtenção de um 
crescimento satisfatório e, assim, obter-se um halo de inibição detectável, 
o antibiótico pode deteriorar-se a ponto de gerar leituras imprecisas. 

B) Para os antibióticos que se difundem lentamente no ágar, tais como a 
polimixina B, pode haver grandes variações nos valores da CMI antes 
que se possam observar variações significativas nas medidas das zonas 
de inibição. Um aumento na concentração do disco (p. ex., 300 ug/mL) 
poderia corrigir essa dificuldade de difusáo. Entretanto, os resultados 
podem não ser fidedignos para esses antibióticos de migração lenta, sendo 
necessário, portanto, utilizar controles com várias concentrações dos anti- 
bióticos em questão. 
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MÉTODOS DE ANTIBIOGRAMA AUTOMATIZADOS 

Os laboratórios clínicos necessitam, na sua rotina diária, determinar rapida- 
mente a suscetibilidade a drogas de um grande número de amostras isoladas. 
Por essa razão, devido a essa urgência, frequentemente lançam mão dos 
métodos ditos automatizados que proporcionam rapidez e acurácia na libe- 
ração dos resultados. 

Esses métodos consistem basicamente em um cartão ou painel contendo 
múltiplos poços em que cada poço contém o meio de crescimento e um 
antibiótico. Os poços são inoculados com a cultura isolada do paciente, e 
uma máquina detecta o crescimento no poço, através de leitura da densi- 
dade ótica, determinando assim a suscetibilidade para cada antibiótico. 
Como exemplos desses métodos, citamos os das marcas Vitek? (Figs. 7.1 e 
7.2) e MicroScan?. 





Fig. 7.1 Cartelas para realizacáo do teste de suscetibilidade a antimicrobianos automatizado 
Vitek? (bioMérieux). O isolado é automaticamente aspirado para o interior da cartela que 
contém um grupo predeterminado de antibióticos, dependendo do tipo e da origem do 
isolado a ser testado. Após o período de incubação a leitura é feita com auxílio do aparelho 
automático de leitura. 
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Fig. 7.2 Aparelho Vitek* (bioMérieux) de automação para leitura das cartelas inoculadas 
para realização do teste de suscetibilidade a antimicrobianos. Após a inoculação das 
cartelas, elas são incubadas na unidade de incubação e leitora do aparelho (A), onde 

são feitas leituras sucessivas da densidade ótica de cada poço da cartela processadas por 
programas específicos no computador (B) e posteriormente são impressas (C). 


ANTIBIÓTICOS OU ANTIMICROBIANOS 


O termo antibiótico refere-se especificamente a substâncias produzidas por 
microrganismos, e o termo antimicrobiano, ou quimioterápico, compreende 
tanto as substâncias produzidas por microrganismos como aquelas sinteti- 
zadas quimicamente. Além disso, a expressão antimicrobianos é mais ampla e 
refere-se a todos os microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoários 
e vírus. Os antibióticos são substâncias antimicrobianas que possuem toxici- 
dade seletiva, isto é, são capazes de atuar sobre alvos específicos na estrutura 
dos microrganismos. Como exemplo, temos as penicilinas e seus derivados 
sintéticos atuando sobre a parede celular das bactérias e não presente em 
células eucariotas, e as tetraciclinas atuando no ribossomo das bactérias que 
apresentam diferenças na sua estrutura e na composição quando comparado 
com o ribossomo das células eucariotas (Quadro 7.1). 


QUADRO 7.1 Antimicrobianos 


Antibiótico Mecanismos de ação Uso clínico 


Penicilina G : Infeccóes decorrentes de bactérias 
"p"  Gram-positivas como os estreptococos 
em infecções de garganta, e para os 
agentes da gonorréia e sífilis 


Estreptomicina Infeccóes causadas por bactérias 
(liga-se à subunidade 30S do Gram-negativas, como infeccóes do 
ribossomo 70S da bactéria) trato urinário 


Cloranfenicol Inibe a síntese de proteínas (liga-se à Para infecções causadas por bactérias 
subunidade 50S do ribossomo 70S Gram-negativas e Gram-positivas 
da bactéria) 


Rifampicina Inibe a síntese do RNA bacteriano Uso em infecções causadas por 
Gram-positivos e Gram-negativos 
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Ação Bactericida e Bacteriostática 


Pressão Seletiva 


Alguns antimicrobianos são bactericidas, microbicidas ou fungicidas 
porque eliminam completamente os microrganismos, outros são bacteristá- 
ticos, microstáticos ou fungistáticos porque apenas impedem que o micror- 
ganismo se multiplique, ou seja, após remoção da substância eles voltam a 
crescer normalmente. 

É importante acrescentar que, em virtude de diferenças na solubilidade, um 
antimicrobiano exibe diferentes padrões de distribuição nos tecidos e fluidos 
corporais; desse modo, um antimicrobiano pode ser efetivo contra determi- 
nada bactéria, mas ineficaz para tratamento por não alcançar as concentrações 
adequadas nos tecidos. Um antimicrobiano pode também influenciar o efeito 
“do outro, aumentando ou diminuindo a eficácia de outros medicamentos. 

JA Osantimicrobianos apresentam, também, espectros de sensibilidade diferentes 
em relação à sensibilidade, podendo ser de amplo espectro quando inibem grande 
variedade de espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 





De uma forma geral, a pressão seletiva é um fenômeno que promove O 
surgimento de clones altamente resistentes de determinada cepa bacteriana 
a determinado antibiótico, fazendo com que, por seleção natural, somente 
as cepas resistentes sobrevivam, ou seja, as cepas suscetíveis a determinados 








antibióticos desaparecem, restando apenas aquelas capazes de sobreviver 
“na presença destes, invalidando, assim, qualquer tipo de antibioticoterapia 
sobre tal bactéria resistente. Dessa forma, a administração de antibióticos ou 
antimicrobianos deve obedecer a critérios rígidos (muitas vezes promovidos 
e regularizados por comissões de saúde pública) para que o uso indiscrimi- 
nado dos antibióticos não gere uma pressão seletiva. 





PARTE II - PRÁTICA 


ANTIBIOGRAMA PELO MÉTODO DE KIRBY-BAUER 


OBJETIVO 


Verificar a ação de substâncias antimicrobianas no crescimento de bacté- 
rias, usando o método de Kirby-Bauer. 

O teste para verificação da sensibilidade a antibióticos é utilizado para 
determinar a suscetibilidade de uma bactéria diante de vários antibióticos. 





ANTIBIOGRAMA 


Esse método padronizado é tipicamente utilizado para medir a eficácia de 
uma variedade de antibióticos sobre uma espécie de microrganismo, com 
a finalidade de fornecer orientacáo para a prescricáo, na prática médica, 
da maioria dos antibióticos usados na terapia das infecções bacterianas. O 
método mais amplamente utilizado é o método de Kirby-Bauer, aceito como 
o método-padráo para a realizacáo dos antibiogramas. 


“ MATERIAIS (VER FIG. 7.3) 


Placas de Petri contendo ágar Múeller-Hinton 

Antibióticos impregnados em discos de papel-filtro 

Estufa a 35*C 

Cultura de bactérias em caldo simples: escolha livre. Podem ser usadas uma 
cultura de bactérias resistentes, como, por exemplo, Pseudomonas spp. e 
outra disponível no laboratório, como, por exemplo, Escherichia coli 

Bico de Bunsen 

Pinças estéreis 

Réguas 

Swabs estéreis 





Fig. 7.3 Material utilizado para a realização do antibiograma (Método de Kirby-Bauer): 
(A) placa de Petri com o meio ágar Múeller-Hinton; (B) isolado em meio líquido; (C) 
swab de algodão estéril; (D) pinça estéril para colocação dos discos impregnados com os 
antibióticos. 
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PROCEDIMENTOS 


1. Umedecer, em condições assépticas, um swab no tubo com a cultura da 
bactéria-teste (Fig. 7.4) e semear toda a superfície da placa de Petri, visando 
obter um crescimento confluente (Fig. 7.5). 

2. Após a semeadura, os discos são colocados sobre a superfície do ágar inocu- 
lado e levemente pressionados com auxílio de uma pinça ou bastão estéril 
de modo que fiquem equidistantes na superfície do meio (usar mínimo de 
4 por placa) (Fig. 7.6). 

Os discos de antibióticos usados para este teste também são padronizados 
para conter uma quantidade específica de antibióticos, que, na maioria 
das vezes, está marcada na superfície deles, conforme especificações do 
fabricante. 

3. Incubar as placas a 35°C pelo mínimo de 18 horas e máximo de 48 
horas. 


INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 


1. Observar a placa do antibiograma, verificando a presença ou ausência de 
halos de inibição do crescimento em torno dos discos de antibióticos. 

2. A zona clara de inibição (raio do halo de inibição) ao redor de cada disco 
é medida em milímetros (Fig. 7.7), com o auxílio de régua, e a medida é 
comparada com uma tabela-padrão de interpretação (Quadros 7.2 a 7.5). 





Fig. 7.4 Impregnação do swab de algodão com o meio de cultura líquido crescido com o 
microrganismo isolado. 
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Fig. 7.5 Semeadura no ágar Múeller-Hinton. A semeadura é feita passando-se levemente O 
swab umedecido sobre toda a superfície do meio de cultura. 


C 





(Geh 
LEE 


Fig. 7.6 Deposição dos discos de antibióticos. Após a seleção dos antibióticos a serem 
testados no antibiograma, estes são depositados na superfície do meio de cultura, de forma 
espaçada, com auxílio de uma pinça estéril. 
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Fig. 7.7 Visualização da placa do teste de antibiograma. Após o período de incubação, os 
halos de inibição (região clara ao redor dos discos) devem ter os seus raios medidos em 
milímetros com auxilio de uma régua comum ou de um paquímetro. 


Normalmente, as zonas no ágar serão bem distintas e os halos bem separados 
ao redor de cada disco de antibiótico. Ocasionalmente, duas zonas poderão 
aparecer juntas, produzindo uma superposição de halos, formando o que se 
pode denominar “halos geminados”. Esse fenômeno deve-se ao que chamamos 
de “efeito sinérgico” de dois antibióticos. Em outras palavras, esta é uma área 
em que a concentração de cada antibiótico é muito baixa para ser efetiva por 
antibiótico isoladamente, mas, em combinação com o outro antibiótico, passa 
a ter força suficiente para eliminar a bactéria que está sendo testada. 

Devemos ter atenção na leitura dos resultados do antibiograma, com relação a 
organismos móveis, tais como os do gênero Proteus, conhecidos como invasores, 
quando se desenvolvem na superfície do ágar, produzindo um fino véu que 
pode penetrar as zonas de inibição ao redor dos discos. Esta zona de “invasão” 
deve ser ignorada quando realizamos a leitura, de forma que deve ser medida 
somente a borda externa do halo, que deve estar claramente definida. 

Outro resultado que podemos considerar atípico consiste na presença de 
colônias bem definidas dentro da zona de inibição. Isto não seria uma “invasão” 
propriamente dita, mas a presença de colônias mutantes resistentes, diferentes 
da maior parte das colônias da cepa em estudo, ou então o cultivo não estaria 
puro e as colônias em questão seriam de uma espécie totalmente diferente. Para 
solucionar esse problema, pode ser necessária uma coloração de Gram e/ou um 
subcultivo dessas colônias para obtermos uma resposta definitiva. 
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Práticas de Microbiologia 





Este livro é o resultado de nossas atividades de ensino na Universidade Federal do Rio de Janeiro, no 
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, no Departamento de Microbiologia Geral. Reúne as aulas 
práticas de Microbiologia que formam o curso básico que é oferecido a todos os alunos da área de Ciências da 
Saúde. Estas práticas são fundamentais para a compreensão da Microbiologia e englobam a apresentação 
dos materiais e técnicas básicas usados em Microbiologia, o treinamento de manobras assépticas e os 
métodos físicos e químicos de controle do crescimento microbiano. Microscopia de microrganismos com 
exames a fresco e com colorações diferenciais, técnicas de isolamento e contagem de microrganismos, 
obtenção de cultura pura, provas bioquímicas usadas na identificação de microrganismos e antibiogramas 
também são abordadas. Esses assuntos estão agrupados em 7 capítulos, incluindo os fundamentos teóricos 


específicos de cada prática. 
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